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par G. RAMON. 


Considérations préliminaires sur la floculation 
et sa signification. 


Dans un porte-tubes disposons une série de tubes & essai, 
versons dans chacun 20 cent. cubes d'une toxine diphtérique, 
filtrée au neuviéme jour de culture et tuant en quatre jours un 
cobaye de 250 grammes 8 la dose de 1/500 de cent. cube, ajou- 
tons dans ces tubes des quantilés décroissantes :1¢.¢.5,1¢. ¢., 
Pe be an 0.00) crc. 1,1,0 C.c..05. 0.¢.¢.:5,.0,¢.¢. 45, etc.., 
d’un. sérum antidiphtérique frais, litrant 200 unités d’Ehrlich 
au centimétre cube. Agitons pour mélanger loxine et sérum, 
Nous constatons bientot que le liquide de plusieurs de ces 
tubes devient opalescent, cette opalescence augmente graduel- 
lement et, au bout d'un temps variable (quelques heures a la 
température ordinaire), elle se transforme peu a peu en flocu- 
lation par Vagglomération des fines particules en flocons de 
plus en plus nets. Cette floculation est spécifique, car elle ne se 
montre ni avec le sérum normal, ni avec le sérum antitéla- 
nique, ni avec aucune aulre antiloxine,non plus qu’avec la 
toxine modifiée par chauffage 4 100°. Elle est la manifestation 
visible la plus caractéristique de la réaction entre la toxine et 
Vantitoxine diphtériques. 

Si on suit avec attention la marche de l’expérience, on 
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remarque que la floculation apparait dans un des tubes, par 
exemple dans celui qui contient 0 c.c. 6 de sérum, avant de se 
déclarer dans les tubes voisins. Cette floculation initiale a une 
-signification particuligre au point de vue des proportions de 
toxine et d’antitoxine présentes dans le mélange. En effet, 
injectons &des cobayes des doses de un ou plusieurs centimetres 
cubes du mélange toxine-sérum antidiphtérique dans lequel est 
apparue la floculation iniliale, elles ne provoquent ni lésions 
locales, ni symptomes généraux, précoces ou tardifs, d’intoxi- 
cation diphtérique. Ce mélange est en outre incapable de pro- 
téger ces animaux contre l’action nocive d'une nouvelle quan- 
tité de toxine qu’on leur ajoute (1). Par contre, les mélanges 
qui ont floculé plus tardivement et qui contiennent des quan- 
tités de sérum soit immédiatement inférieures, soit immédia- 
tement supérieures sont, les premiers de plus en plus toxiques, 
les seconds de plus en plus antitoxiques. Ainsi, dans le mélange 
qui flocule en premier lieu et qui se montre inoffensif pour les 
animaux, la toxine et l’antitoxine se sont mutuellement anni- 
hilées dans leurs effets, il y a neutralisation ou mieux satura- 
tion réciproque aussi parfaite que possible (2) des deux consti- 
tuants du mélange : ]’antigéne et l’anticorps. Cette saturation 
se manifeste par l’intensité maximum de la réaction, laquelle 
se traduit elle-méme par le phénoméne physique de floculation 
plus rapide dans ce mélange que dans les autres mélanges dans 
lesquels la saturation est incomplete et la floculation retardée. 

Telle est la réaction de floculation qui permet de doser l’un 
et l'autre des deux éléments en présence dans le mélange 
toxine-sérum antidiphtérique : l’élément anticorps comme 
l’élément antigéne, et qui, en oulre, peut servir 4 l'étude de cer- 
tains problémes d’ordre théorique. 


L’antitoxine dans la floculation, son dosage. 


Les méthodes de titrage zm vivo des sérums thérapeutiques 
ne sont pas sans comporter des inconvénients. En particulier, 
le dosage de l’'antiloxine diphtérique selon la méthode d’Ehr- 


(1) En tenant compte ici, bien entendu, du « phénoméne d’'Ehrilich », 
(2) Aussi parfaite que possible, car on sait qu'il n’existe pus a proprement 
parler de mélanges antigéne-anticorps rigoureusement neutres in vivo. 
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lich qui consiste & mélanger cent doses mortelles de toxine a 
des dilutions de sérum & titrer, et & éprouver ces mélanges sur 
des cobayes, expose & des erreurs tenant 4 des causes diverses 
dont la principale est la résistance individuelle variable des 
animaux d’épreuve. Pour diminuer cette cause d’erreur il faut 
opérer autant que possible sur plusieurs cobayes de méme age, 
de méme poids et de méme origine; il en résulte une grande 
dépense d’animaux sans compter que le résultat n’est acquis 
qu’aprés plusieurs jours. Aussi a-t-on depuis longtemps cherché 
a substituer &la méthode de titrage sur le cobaye un procédé 
de mesure 7m vitro. On a tenté d’employer dans ce but les 
diverses réactions d'immunité telles que: agglutination, dévia- 
‘tion du complément, etc., sans aboutir & une méthode sire et 
vraiment pratique. Cependant, dés 1909, dans leur travail sur 
les précipitines du sérum antivenimeux vis-a-vis du venin de 
cobra, Calmette et Massol avaient émis|’idée que la réaction de 
précipitation pourrait étre ulilisée pour effectuer an vitro un 
titrage préalable et approximatif du sérum anticobraique. Plus 
récemment, Nicolle, Cesari et Debains montrent, grace 4 un 
procédé spécial (dérivé de la méthode d’Ascoli), quil se forme 
un disque opalescent dans la zone de contact d’une toxine con- 
centrée et solidifiée par la gélatine, et d’une dilution de sérum 
a litrer. Selon ces auteurs on peut ainsi doser soit les anti- 
toxines, soit (avec un dispositif inverse) la toxicité des poisons 
diphtériques ou tétaniques. 


La floculation, nous l’avons vu, désigue a l’observateur le 
mélange dans lequel la toxine a saturé (ou, puisqu’il s’agit 
d'une action réciproque, a élé saturée par l’antitoxine). IL 
résulte de 14 que, connaissant le pouvoir floculant ou _saturant 
d’une toxine donnée vis-a-vis de l’antitoxine, c’est a-dire ayant 
déterminé la quantité d’antitoxine que cette toxine peut saturer 
ou en présence de laquelle elle peut donner naissance 4 la flocu- 
lation, on peut mesurer sans difficullés le pouvoir antitoxique 
d'un sérum quelconque. En mettant, en effet, en contact dans 
une série de mélanges une quantité fixe de celte toxine et des 
volumes progressivement décroissants du sérum 4 doser et en 
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constatant quel est le volume de ce sérum qui provoque Pappa- 
rition de la floculation, on saura combien ce volume renferme 
d’antitoxine, d’ot la valeur antiloxique cherchée : cette valeur 
étant en somme inversement proportionnelle au volume du 
sérum capable de faire apparaitre la floculation initiale. 

Mais comment déterminer au préalable le pouvoir saturant ou 
floculant d’une toxine que l’on destine au dosage du pouvoir 
antitoxique de sérums antidiphtériques ? 

Par lemploi d’un sérum étalonné d'aprés- une unité de 
mesure. Nous n’avons pas ici & nous préoccuper du choix de 
cette unité; devant nous tenir en accord, pour le moment tout 
au moins, avec l’unité actuellement en usage, nous. expri- 
merons nos résultats en unités d’Ehrlich. Nous aboutissons 
ainsi & Ja technique suivante : 


Technique du dosage de l’antitoxine diphtérique 
par la floculation. 


1° D&rERMINATION DU POUVOIR SATURANT DE LA TOXINE DESTINEE 
AUX DOSAGES ET BTABLISSEMENT DE LA TABLE DE TITRAGE CORRESPON- 
DANT A CErte TOXxINE. — Dans des tubes a essai contenant, par 
exemple, 20 cent. cubes de la toxine choisie en vue des 
dosages futurs, on ajoute des volumes progressivement 
décroissants: 2 cent. cubes, 1c. c. 8,1. c. 6, etc., 1 cent. cube, 
0c.c.9, etc., 0c.c. 3, 0c. c. 25, etc., du sérum étalon (dilution 
dans l’eau distillée d'un sérum étalon sec, conservé & l’abri de 
Yair et de la lumiére) et aprés avoir agilé les mélanges, on 
les laisse au repos & la température ordinaire et on surveille 
lapparition de la floculation initiale. Supposons qu’avec notre 
sérum étalon titrant par exemple 250 unités d’Ehrlich au 
cent. cube, cette floculation apparaisse dans le mélange 
contenant les 20 cent. cubes de toxine et 0 c.c. 8 de sérum, 
la floculation élant Vindice de la saturation, il faut done pour 
saturer 20 cent. cubes de toxine : 250 unités & 0 ¢. c. 8 = 200 
unités. Par conséquent, un sérum qui floculerail en présence 
de cette méme quantité de toxine & la dose de 1 cent cube 
litrerait done précisément 200 unités (au cent. cube); un autre 
sérum qui ferail apparaitre la floculation initiale avec 0 c.c. 4 
seulement serait plus riche en antitoxine puisque, d’aprés la 
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floculation, ces 0 c.c. 4 conliendraient 200 unités, 1 titrerait 
200, ate te 
ta 500 unités au cent. cube et ainsi de suite, la valeur d'un 
sérum en antitoxine étant, comme nous |’avons vu, inverse- 
ment proportionnelle au volume de ce sérum qui provoque 
la floculation initiale. 

En faisant les calculs des valeurs correspondant & chaque 
dose de sérum, on obtient une table de titrage telle que celle-ci 
qui n’est évidemment valable que pour une toxine donnée : 


TITRE 
correspondant 4 chaque dose 
DOSES DE SERUM lorsqu’elle provoque 
ajoulées 4 20 cent. cubes de toxine la floculation initiale 
2 sry Bony ey, io eh oem Aha, ans Ses aa 400 unités 
MECH CLO oe son ered Mead R RE stad 400 — 
ARCE Cpu ceethis = 10480 F255) 5 fects 8s Ate 4250 — 
CAC Beth OM sms Suicl bos cic bow ae: 145. — 
IC MG Ose SOURS S Eieem al Is tS tye y isa 165 — 
HE Gre Gea ot tate tiers to Wane Glee iat 200° — 
ORCMCHO EOP PESU, we ft e eee BL 220 — 
ORCUICH Soi oe au pac’ > samo eoe> ok 250) _ — 
Oe RBS Gi oo Now ae ance ais 290 — 
ORCC stoemeune retee aah cals: vs erm sl s 330 — 
We. Biola 6 23) obey ioe pated Ba ANY 
OnCre Cie 4 0 WCC aes. te Ws Ay da date Skea oy <u 44Q 
Di Gs Gro. 6 ol ldo Gemeas abe ms 1.000 — 


En possession de cette table, rien de plus facile maintenant 
que de doser trés rapidement un sérum antidiphtérique au 
point de vue de sa teneur en antitoxine. . 


2° DosaGE D'UN SERUM ANTIDIPHTERIQUE QUELCONQUE. — S’agit-il 
tout d’abord d’un sérum sur le tilre approximatif duquel on n’a 
aucun renseignement? On prépare d’assez nombreux mélanges 
contenant par exemple 20 cent. cubes de toxine et des doses de 
sérum telles que 2 cent. cubes, 1 c.c. 4,1 c.c. 2, 1 cent. cube, 
0 c.c. 8,0 c.c. 6,0 c.c. 4, etc. Aprés agitation, on laisse 
au repos, on surveille et on note l’apparition de la pre- 
midre floculation qui a lieu, par exemple, avec la dose de 
0 c.c. 6; on se reporte a la table de titrage et. on lit le titre 
correspondant, c’est-a-dire 330 unités. On peut recommencer 
le dosage avec des quantités de sérum légérement supérieures 
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ou Iégérement inférieures A 0 c. c. 6; on se rapprochera ainsl 
d’une mesure précise. 

S’agit-il d’un sérum déja dosé lors d’une saignée précédente 
et que l’on suppose avoir peu varié dans son pouvoir anli- 
toxique, on se contentera alors de préparer quatre ou cing 
mélanges avec des doses de sérum trés voisines. Si ce sérum 
litrait auparavant 400 unités par exemple, on ajoutera aux 
20 cent. cubes de toxine 0 c. c. 7,0 c.c. 6, 0 ¢.c. 5, 0 c.c. 45, 
0 c.c. 4 et on lira sur la table de titrage le chiffre correspon- 
dant au volume du sérum faisant apparaitre la floculation 
initiale. 


Modalités de la floculation en ce qui concerne spécialement 
le dosage de l’antitoxine. 


INFLUENCE DE LA TEMPERATURE. — La floculation, assez lente a 
la température ordinaire, est plus rapide & I’étuve a 37-38°, et 
plus rapide encore au bain-marie & 45°, d’ot un procédé pour 
connaitre tres vite (quelques heures aprés la saignée) le titre 
antitoxique d’un sérum; mais, dans la pratique courante des 
dosages, il est préférable d’opérer a la température du labora- 
toire (48 & 20°), car alors la différence entre le moment de 
Vapparition de la floculation initiale et celui des autres flocula- 
tions qui se montrent par la suite est plus grande et la réaction 
gagne ainsi en précision (1). 

Kn chauftant les mélanges & 58-60°, la floculation subit des 
modifications importantes. A cette température et jusqu’a 65° 
la floculation apparait avec un retard de plus en plus prononcé, 
et dans un mélange contenant une quantité de sérum infé- 
rieure 4 celle qui normalement doit entrainer la floculation 
type. A partir de 65° la floculation a lieu irréguligrement et 
perd toute sa signification. 


INFLUENCE DE LA Toxine. — L'étude du réle et de l’influence 
de la toxine dans la floculation sera faite spécialement. 


(1) U peut arriver que deux mélanges floculent en méme temps surtout a 
la température de I'étuve ou du bain-marie; on prend alors un titre intermé- 


diaire & ceux qu’indiquent, d’aprés la table de tilrage, les deux floculations 
simultanées. 


ntl 
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Nous dirons simplement qu’au point de vue dosage de l’anti- 
toxine, il n’est pas besoin de recourir a l'emploi d’une toxine 
particuliére; nous nous servons couramment de la toxine (dite 
américaine) préparée chaque semaine en vue de l’immunisa- 
tion des chevaux producteurs de sérum. Une toxine « forte » 
n’est pas indispensable, il y a seulement avanlage a se servir 
d'une bonne toxine, on gagne ainsi du temps; la floculation 
est plus rapide et on éyvite les dilutions des sérums & titrer. 
C'est précisément aussi pour éviter ces dilutions, qui intro- 
duisent des risques d’erreur et compliquent la technique, que 
nous prenons comme quantité fixe de toxine : 20 cent. cubes, 
une telle masse ayant encore |’avantage de rendre la réaction 
beaucoup plus nette (4). 

Mais on peut, trés bien, lorsqu’on ne dispose que d'une faible 
quantilé de toxine, employer seulement pour les mélanges 
10 ou méme 5 cent. cubes. On peut se servir indifféremment, 
soit d'une toxine récemment filtrée, soit d’une provision de 
toxine conservée en glaciére (nous verrons qu'une telle toxine 
garde intégralement son pouvoir floculant pendant de longs 
mois). 

Le milieu de culture, |’alealinilé plus ou moins prononcée 
de la toxine ne semblent pas avoir d’influence sensible 
quant au dosage de l'antitoxine, ainsi que nous avons pu 
nous en rendre compte sur de nombreux échantillons de 
toxine. 

Afin d’éviter les contaminations accidentelles et les cultures 
possibles au cours des titrages, on peut additionner la toxine 
au moment de l'emploi d’une minime quantité d’antiseptique, 
par exemple 1 p. 2.000 de la solution commerciale d’aldéhyde 
formique; la floculation n’en est aucunement troublée. 


(1) La floculation dans les mélanges toxine-sérum antidiphtérique est trés 
visible (aussi visible qu’une agglutination massive) sans quiil soit nécessaire 
de recourir & des appareils spéciaux. Cependant pour rendre la tache plus 
commode, lorsque l’ona par exemple un grand nombre de sérums a doser, 
ou lorsque l’on emploie de faibles quantités de mélanges dans des tubes de 
petit diamétre, nous avons fait construire un pelit appareil trés simple, genre 
lanterne photographique, dont le verre rouge a été remplacé par deux volets; 
un volet supérieur mobile et placé obliquement permettant a la lumiére 
d'une lampe électrique de venir frapper par des rayons incidents les tubes a 
examiner et un volet inférieur fixe 4 surface extérieure noircie sur lequel se 


projettent les tubes. 
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INFLUENCE pU sKeum. — Le temps d’apparition de la flocula- 
tion, constant pour un méme sérum (frais), est trés variable, 
toutes choses égales d’ailleurs suivant les sérums, méme 
quand ils contiennent le méme nombre d’unités d’Ebrlich. Par 
exemple, étant donné un certain nombre de sérums (frais) 
titrant tous 250 unités au cent.cube, l'un provoquera l’apparition 
de la floculation indicatrice du titre en deux heures, l’autre en 
cing heures, un troisitme en sept heures, etc... Les chiffres 
extrémes varient de quinze minutes 4 douze heures, trés excep- 
tionnellement vingt-quatre et méme trente-six heures a la 
température du laboratoire. Nous avons cru remarquer qu’en 
cénéral les sérums d’animaux récemment immunisés don- 
naient une floculation plus rapide, mais il n’y a a cet égard 
rien d’absolu. Ces différences dans le temps d’apparition de la 
floculation iniliale, lorsqu’il s’agit, bien entendu, de sérums 
frais n’ayant subi aucun traitement, correspondent-elles sim- 
plement & des variations de composition chimique ou d’état 
physique de ces sérums, sans signification aucune? II est pos- 
sible que la vilesse de floculation ait une signification parlicu- 
ligre au point de vue de l'immunité. Il est possible que cette 
vitesse de floculation soit la manifestation d’une des propriétés 
que Roux signalait déja au Congrés de Paris en 1900 et que 
n’apprécie pas la mesure du titre antitoxique d’Ehrlich, pro- 
priétés que de nombreux auteurs ont cherché & dépister et a 
évaluer, en particulier Kraus et ses collaborateurs, dans leurs 
travaux sur les « avidilés » spéciales des antitoxines pour la 
toxine. La valeur réelle de l’antitoxine serait en quelque sorte 
représentée par la somme de deux valeurs : l’une quantitative 
correspondant au taux de la floculation (et par conséquent au 
pouvoir antiloxique exprimé en unilés d’Ehrlich), l'autre quali- 
tative, indiquée par la vitesse de floculation. Mais ceci appelle, 
pour éclaircissement et confirmation, de nouvelles recherches 
qui sont d’ailleurs actuellement en cours. 

On peut considérer maintenant l'influence dans la floculation, 
non plus de sérums frais, mais de sérums ayant subi l’action 
d’agents physiques ou chimiques. Cette action entraine natu- 
rellement des modifications dans le phénoméne de floculation. 
Le séjour des sérums & la glacidre, par exemple, améne ? 


ala 
longue un certain retard dans la vitesse d’apparition de la flocu- 
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lation. Lorsque le sérum est gardé longtemps a la température 
du laboratoire, les changements apportés a la floculation sont 
plus accentués. 

Si l'on fait agir sur le sérum des températures de plus en 
plus élevées, les modifications qui en résultent au point de vue 
de la réaction qui nous intéresse sont de plus en plus pro- 
fondes. Avec un sérum chaulfé une heure & 55-56°, le retard 
dans l’apparition des flocons est notable. Avec un sérum porté 
& 58°, ce retard est plus considérable encore. A ces tempéra- 
tures élevées, il faut moins de sérum pour provoquer la flocula- 
tion. A partir de 60-65° le sérum semble élre privé de sa pro- 
priété de floculer en présence de toxine diphtérique. Certains 
agents chimiques et en particulier les antiseptiques (phénol, tri- 
erésol, etc.) que l’on ajoute quelquefois au sérum influencent 
peu, a des doses minimes, la floculation. Telles sont les moda- 
lités principales que peut présenter la réaction de floculation 
dans son application au dosage de l’antitoxine diphtérique. 

La pratique de plusieurs milliers de titrages selon la tech- 
nique indiquée (soit seule, soit associée au procédé habituel 
d’Ehrlich in vivo), les essais confirmatifs d'autres expérimenta- 
teurs (Schmidt, Renaux, etc.) constituent la meilleure démons- 
tration de la valeur de la méthode. 


APPENDICE 


La floculation et le dosage des « précipitines » en général. 


L’application de la floculation au dosage de l’antitoxine 
diphtérique qui ne fonctionne pas aulrement qu'une « précipi- 
tine » (cela dit sans vouloir entrer, tout au moins pour le 
moment, dans la discussion de l'unicité ou de la pluralité des 
anticorps, M. Nicolle, Zinsser, etc.) peut conduire & lidée 
d’appliquer également la méthode avec quelques modifications 
de technique au dosage des « précipitines » en général. Cette 
méthode se substituerait ainsi aux procédés actuels dont les 
résultals sont toujours trés variables, et aussi trés discutables 
quant & leur valeur réelle, — ceci, & notre avis, parce que, dans 
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ces procédés, on n’accorde aux manifestations diverses du phé- 
noméne de précipitation aucune signification bien précise. 
Pourtant, & cet égard, von Dungern, & propos du plasma de 
céphalopodes et de sa précipitine, avait remarqué que, si Yon 
fait de grandes séries de mélanges, on réussit 4 déterminer 
dans l'un de ceux-ci une combinaison intégrale des corps qui 
entrent en réaction, celte combinaison étant rigoureusement 
quantitative. Jacoby, Danysz avaient constaté que dans une 
série de mélanges de ricine et d’antiricine, il en existe un dans 
lequel ces deux substances se mélent en proportion optima. 
Calmette et Massol, plus particuliérement, avaient vu que, dans 
un mélange de venin de cobra et de sérum anticobraique, le 
précipité se forme au voisinage du point de neutralisation. 
Mais aucune méthode de titrage de ces « précipitines » n’a été 
basée sur ces différentes observations, malgré Vidée qui en 
avait été exprimée par Calmette et Massol. Et d’ailleurs la 
réaction de précipitation, telle qu’on la pratique actuellement, 
se prélerait-elle & la mise en ceuvre d'une telle méthode? Trés 
difficilement, et dans tous les cas avec une précision toute 
relative, étant donné le peu de valeur et la difficulté d’inter- 
prétation des moyens d’appréciation dont on s’est servi Jusqu’d 
présent. L’abondance relative du précipité, par exemple, est 
d'une mesure toujours trés délicate, malgré les techniques et 
les appareils les plus perfeclionnés de Wassermann et Schutze, 
d’Uhlenhuth, de Nuttal et Inchley, etc..., et parfois-impossible : 
tel est le cas des précipités tres minimes dans les mélanges 
loxine-sérum dysentériques, ou toxine-sérum tétaniques (ajou- 
tons d’ailleurs, en passant, que le précipité le plus abondant 
ne correspond pas au mélange indifférent ou neutre). Ilen est 
de méme du critérium « temps » (la précipitation limilée & 
douze heures ou & vingt-quatre heures) qui peut exposer & de 
grossiéres erreurs, la précipitation pouvant n’étre achevée 
qu’aprés trente-six heures, quarante-huit heures, et plus. IH 
en est encore de méme du procédé dit de « lanneau » qui peut 
rendre des services dans certains cas: mise en évidence de la 
précipitation et de minimes quanlités de « précipilines » 
(Nicolle et Cesari, Forster, etc.), mais dont la sensibilité peut 
s’exercer aux dépens de la précision, et aussi de la spécificité 
(Fukuhara, Amiradzibi et Kaczynski, etc.). 
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Aussi, étant donné ce que nous venons de voir quant & la 
floculation et a sa signification dans les mélanges toxine-anti- 
toxine diphtérique, cetle réaction pourrait fort bien désigner 
les mélanges & combinaison intégrale de von Dungern, ceux en 
proportion optima de Jacoby-Danysz, ceux au voisinage du 
point de neutralisation de Calmette et Massol, et apporter ainsi 
plus de précision en méme temps que plus de facilité au titrage 
des « précipitines » en général. 
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ETUDE COMPAREE DE LA VIRULENCE 
ET DE LA TOXICITE DES CORPS MICROBIENS 
ET DE LA TUBERCULINE 
DE DIVERS ECHANTILLONS DE BACILLES TUBERCULEUX 


EXALTATION DE LA VIRULENCE DE SOUCHES ATTENUEES 
ESSAIS DE VACCINATION 


par A. BORREL, L. BOEZ et A. de COULON. 


Cette étude, poursuivie depuis trois ams, a porté sur 
25 origines différentes. Nous en exltrayons les documents 1ela- 
tifs & 12 souches dont les caractéristiques nous ont paru plus 
particuliérement intéressantes a signaler. 

Ces souches comprennent 6 races humaines, 5 bovines et 
une race équine dont nous rapportons ci-aprés les indications 
d’origine. 

1° OniGINES HUMAINES : 


N° 1. H. Jacob : isolée en mai 1920 d’une ascite tuberculeuse 
de l’adulte. 

N° 2. H. Gionnet: isolée d’une pleurésie tuberculeuse en 1910 
par J. Courmont. 

N° 3. H. 1036 (Collection de l'Institut Pasteur), isolée d’un 
crachat. 

N° 4. H. C. I. : isolée de crachats (tuberculose pulmonaire de 
l’adulte) en 1912. 

N° 5. H. Test, : isolée d’une tuberculose du testicule par Burnet 
en 1904. 

N° 6. H. Strasbourg I. : isolée des crachats dans un cas de 
tuberculose pulmonaire de l’adulte en 1920. 


2° ORIGINES BOVINES : 


N° 7. B. Vallée (Collection de l'Institut Pasteur), donnée par , 
Vallée comme trés virulente. 
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N° 8. B. Marmorek (Collection de l'Institut Pasteur), donnée 
par Marmorek comme ne produisant pas de tuber- 
culine. 

N° 9. B. Behring (Collection de | Institut Pasteur). 

N’ 10. BB. (Collection de l'Institut Pasteur), isolée par Burnet 
en 1940. 

N° 11. Bovine biliée de Calmette et Guérin. 


3° ORIGINE KQUINE : 


N° 12. Cheval IP. (Collection de VInstitut Pasteur), isolée par 
Legroux en 1912. 


Ces souches ont d’abord été classées d’aprés leur virulence, 
puis étudiées au point de vue de la toxicité des corps bacil- 
laires et de la tuberculine. 


I. — Virulence des échantillons. 


Les divers échantillons ont été étudiés au point de vue de 
leur virulence par inoculation sous-cutanée, intrapéritonéale 


et intracardiaque. 


A. — Ercpe pr LA VIRULENCE PAR INOCULATION SOUS-CUTANGE DE 
4/10 DE MILLIGRAMME DE BACILLES AU COBAYE DE 350 GRAMMES. 


Cette premiére épreuve nous a permis de procéder 4 une 
premiére classification en : 

1° Origines virulentes, conférant une tuberculose généra- 
lisée mortelle en six & huit semaines: H. Jacob, H. Stras- 
bourg I, H. CI, H. Test, Bov. Vallée. 

2° Origines a virulence atténuée : elles comprennent les 
origines Bov. Behring, Bov. Marmorek, Cheval IP, H. 1036, 
Bov.. BB et Bov. biliée de Calmette et Guérin, dont Pinocula- 
tion sous-cutanée de 1/10 de milligramme détermine la forma- 
tion d'un petit abcés local qui se résorbe ou s’élimine, sans 
jamais ¢tre suivi de généralisation tuberculeuse. 

Il était intéressant de préciser le degré d'atténualion de ces 
souches en augmentant les auantilés de bacilles injectées sous 


la peau. 
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B. — ErvupE Dg LA VIRULENCE DES SOUCHES ATTENUEES 
PAR INOCULATION SOUS-CUTANEE DE 10 MILLIGRAMMES DE BACILLES. 


L’émulsion préparée avec des bacilles de culture de trente 
jours était inoculée sous la peau, en quatre points, de maniére 
a favoriser la résorption. 


ic H. 1036. — Deux cobayes inoculés présentérent aux points dinocula- 
tien de petits abcés, suivis d'ulcérations; la cicatrisation était compléte a la 
fin du deuxiéme mois; les animaux augmentérent de poids au cours des 
quatre premiers mois, puis maigrirent; l'un mourut au 165¢ jour d'une pneu- 
mccoccie; a l'autopsie : pas dulcération, ganglions inguinaux et axillaires 
crus, rate triplée, avec tubercules miliaires crus, pas d’autre lésion; l'autre 
mourut au 268¢ jour d‘infection intercurrente; autopsie : ganglions ingui- 
naux et axillaires crus, un gros tubercule caséeux dans la rate; pas d’autre 
lésion viscérale. 

2° B. Marmorek. — Deux cobayes‘inoculés; méme évolution des lésions 
dinoculation que ci-dessus. Mort au 249° et 282° jour. Mémes lésions a l'au- 
topsie : ganglions inguinaux scléro-caséeux, nombreux tubercules de la 
rate et du foie ; pas de lésion pulmonaire. 

3° B. Behring. — Deux cobayes inoculés ; un meurt au 276° jour : ganglions 
crus, tuberculose scléro-caséeuse du foie et de la rate qui est froncée; 
l'autre meurt au 350° jour : tuberculose généralisée. 

4° Cheval [P. — Deux cobayes: mort du premier au 165* jour : ganglions 
inguinaux crus, rate non hypertrophiée, contenant un tubercule cru; pas 
dautre lésion; le deuxitme cobaye meurt au 311¢ jour; autopsie : tubercu- 
lose généralisée. 

5° Bov. BE. — Deux cobayes: abcés locaux aux points d inoculation ; résorp- 
tion au deuxiéme mois, ganglions inguinaux comme grains de blé. Les 
cobayes sacrifiés aux 330° et 350¢ jour ne présentaient aucune lésion a 
Vautopsie. 

6° Bov. biliée. — Mémes constatations que ci-dessus. 


Les observations résumées rapporlées ci-dessus indiquent 
que les origines humaines 1036, bovines : Marmorek et Behring 
et Porigine Cheval IP, qui, a faible dose, n’avaient pas tuber- 
culisé le cobaye aprés un an, se sont montrées virulentes a 
dose massive. Leur atténuation n’est done que relative; ces 
origines se trouvent sensiblement au méme degré d’atté- 
nuation. 

Par contre, lorigine BB n’a donné lieu qu’a une lésion 
locale, consistant en un petit abeés au point d’inoculation; cet 
abcés s'est le plus souvent évacué, mais la lésion locale s'est 
toujours cicatrisée et lautopsie n'a jamais décelé la moindre 
lésion tuberculeuse, méme chez les animaux sacrifiés un an 
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apres l’inoculation. Ces constatations ont été confirmées par de 
nombreuses inoculations. 


Liorigine BB ne manifeste aucune virulence pour le cobaye 
en inoculation sous-cutanée, méme a dose massive. 


C. — Erupe pre LA VIRULENCE DES SOUCHES ATTENUEES 
PAR INOCULATION INTRAPERITONEALE. 


Dans une premiere expérience, l’inoculation a été pratiquée 
a raison de 4 milligramme de bacilles pesés frais, au cobaye 
d’environ 350 grammes. Nous rapportons ci-aprés quelques 
observations de cobayes éprouvés. 


“1° H. 1036. — Deux cobayes inoculés; le premier sacrifié au 56° jour: 
nodules épiploiques caséeux comme grains de mil; aucune autre lésion; le 
deuxiéme sacrifié au 105¢ jour montrait les mémes lésions. 

2° B. Marmorek. — Deux cobayes ; le premier sacrifié au 5v¢ jour : nodules 
épiploiques caséeux, rate légerement hypertrophiée ; le deuxiéme meurt au 
453e jour; autopsie: tuberculose péritonéale; rate hypertrophiée, avec 
quelques tubercules; quelques tubercules crus du poumon. : 

3° B. Behring. — Un cobaye sacrifié au 74° jour: abces épiploiques, rate 
triplée avec quelques tubercules; a@cune lésion pulmonaire. Un cobaye 
mort au 175° jour: tubercules péritonéaux, rate congestionnée, ganglions 
lombaires caséeux, poumons et foie normaux. 

40 Cheval IP. — Premier cobaye sacrifié au 92¢ jour: abcés épiploique 
comme pois, aucune autre lésion. 

Deuxiéme cobaye sacrifié au 331¢ jour, résorption complete. 

5° Bov. BB. — Un cobaye sacrifié au 78¢ jour: petils nodules épiploiques. 
Un cobaye sacrifié au 150° jour: aucune lésion, résorption complete. 
6° Bacille bilié. — Mémes constatations que ci-dessus. 


Afin de rendre plus manifeste Ja différenciation de la viru- 
lence des origines étudiées, nous avons répété l’épreuve d’ino- 
culation intrapéritonéale en augmentant les quantités de 
bacilles injectés (5 milligrammes). 


4o H. 1036. — Un cobaye sacrifié au 197° jour présente de petits nodules 
épiploiques caséeux; deux cobayes sacrifiés au 328° jour ne montrent 
aucune lésion, résorption complete. 

20 B. Marmorek. — Un cobaye sacrifié au 58° jour ne présentait que des 
nodules épiploiques caséeux de la grosseur d’un pois. 

Un cobaye sacrifié au 74° jour: gros nodules épiploiques, rate triplée sans 
tubercule apparent ; quelques tubercules hépatiques et pulmonaires. 

Un cobaye sacrifié au 209° jour: gros nodules épiploiques caséeux, adhé- 
rences péritonéales ; pas d’autre lésion apparente. 

3° B. Behring. — Deux cobayes sacrifiés aux 90¢ et 150° jour montraient 
des lésions de tuberculose périlonéale avec hypertrophie de la rate et de 
rares tubercules crus du poumon. 
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40 Cheval IP. — Les cobayes sacrifiés au 100° jour présentent des abcés 
épiploiques de la grosseur d’un pois; la résorption est compléte chez les 
animaux sacrifiés aux 350° et 400° jour. 

50 BB. — Au 200° jour : nodules épiploiques en vue de résorption aux 350° 
et 400¢ jour. 

6° Bac. bilié. — Nodules épiploiques caséeux, vers le 90° jour, résorption 
complete chez les animaux sacrifiés aprés le 300° jour. 


Il résulte de ces expériences que l’origine Bov. biliée de 
Calmeltte et Guérin et Vorigine boy. BB sont dépourvues de 
toute virulence en inoculation intrapéritonéale. 

En ce qui concerne les autres origines (fl. 1036, B. Mar- 
morek, B. Behring et Cheval 1P),il ne semble pas que linocu- 
lation intrapéritonéale se soit montrée plus sévére que linocu- 
lation sous-cutanée ; il semble, au contraire, que la tuberculi- 
sation ait 6té moins rapide que par infection sous-cutanée. 

Pour compléter l'étude de la virulence, nous avons déter- 
miné les effets d'inoculation intracardiaque de ces diverses 
origines. 


D. — Erupe DE LA VIRULENCE DES SOUCHES ATTENUBES, PAR 
INOCULATION INTRACARDIAQUE DE QUANTITES VARIABLES DE BACILLES. 


Dans une premiere série d’expériences, nous avons éludié la 
virulence des origines les moins atténuées (H. 1036, B. Mar- 
morek, B. Behring et Cheval IP). Nous rapportons ci-aprés le 
résumé de quelques-unes des. observations de nombreux 
cobayes éprouvés. 


4° IT. 1036. — Inoculation intracardiaque, 5 milligrammes. Deux cobayes 
éprouvés sont sacrifiés au 20%¢ jour; autopsie : ganglions inguinaux crus, 
comme grain de blé, quelques tubercules crus du poumon et de la rate; un 
des cobayes présentait, en oulre, un gros ganglion cervical caséeux. 

2° B. Marmorek. — Un cobaye inoculé avec 1 milligramme, sacrifié au 
89° jour; autopsie : quelques tubercules pulmonaires crus, sans autre lésion. 
Un cobaye inoculé avec 10 milligrammes, sacrifié au 72¢ jour; autopsie: vive 
congestion générale, ganglions inguinaux crus, comme gros grains de blé, 
adhérences de la rale 

38° Bov. Behring. — Deux cobayes inoculés avec 5 milligrammes, sacrifiés 
au 62° jour; aulopsie: ganglions crus inguinaux, axillaires, carotidiens, 
comme petits pois, hypertrophie de la rate. 

4° Cheval IP. — Trois cohayes inoculés avec 1 milligramme; le premier 
sacrifié au 169° jour: aucune lésion apparente: le deuxiéme sacrifié au 
286¢ jour; petils ganglions caséeux inguinaux, axillaires, nombreux tuber- 
cules de la rate, quelques tubercules hépatiques, intégrilé du poumon. 
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Troisi¢me cobaye sacrifié au 312° jour : adhérences péritonéales, pas de 
tubercules, lésions de néphrite chronique. 
Deux cobayes inoculés avec 5 milligrammes: le premier sacrifié au 


7% jour : rate hypertrophiée avec tubercules crus; le deuxiéme sacrifié au 
204° jour : pas de lésion apparente. 

Deux cobayes inoculés avec 1 centigramme : cobaye mort au 92° jour de 
tuberculose généralisée; cobaye mort au 29¢ jour de congestion généralisée, 
pas de lésions visibies ; présence de nombreux bacilles. 


Les diverses origines H. 1036, B. Marmorek, B. Behring et 
Cheval IP donnent done par inoculation intracardiaque des 
lésions plus ou moins marquées, tantdt diserdtes et limitées, 
tantdt assez étendues. 

La virulence par voie intracardiaque a surlout été étudiée 
pour lorigine BB. 

L'injection de 1/100 de milligramme de bacilles (pesés frais) 
ne détermine aucune lésion apparente, méme chez les cobayes 
sacrifiés plus d’un an aprés l’inoculation (expérience portant 
sur dix cobayes). 

L’inoculalion de 1/10 de milligramme a été également bien 
tolérée; dix cobayes ont été inoculés; trois animaux sacrifiés 
au 300° jour ne montraient aucune lésion a l’autopsie; chez 
Vun dentre eux sacrifié au 310° jour, nous avons trouvé une 
rate ratatinée. mais non hypertrophiée; la pulpe splénique 
inoculée sous la peau d'un cobaye neuf n’a pas tuberculisé. 

Linoculation intracardiaque de 1 milligramme de bacilles a 
élé praliquée sur cinquante cobayes; elle détermine vers le 
43° jour une micropolyadénopathie; les ganglions inguinaux 
et axillaires atteignent la grosseur de grains de blé; ils se 
résorbenl progressivement et disparaissent vers le 40° ou 
50¢ jour. La majorilé des cobayes a survécu, et nous n’avons 
qu’exceplionnellement relevé des lésions a l’autopsie. 

Les animaux sacrifiés vers le 60° jour montrent une légére 
congestion de la rate, souvent hypertrophiée; dans un cas 
nous avons relevé quelques nodules pulmonaires qui, inoculés 
a un cobaye neuf, n’ont manifesté aucune virulence; il s’agis- 
sail done de lésions de nécro-tuberculose, qui finissent par se 
résorber, ainsi qu’en lémoignent les nombreuses aulopsies de 
cobayes pratiquées aprés le 300° jour et au cours desquelles 
nous n/avons relevé le plus généralement aucune lésion 
apparente. Il convient cependant de noter qu’un des cobayes, 
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autopsié au 330° jour, présentait une rate ratatinée, et des 
lésions de néphrite interstitielle. Un autre, sacrifié au 350° jour, 
montrait exclusivement une rate légeérement hypertrophiée 
avec quelques granulations luberculeuses punctiformes, conle- 
nant de rares bacilles; un cobaye inoculé avec ces tubercules 
spléniques ne fut pas tuberculisé; il s’agissait donc de lésions 
de nécro-tuberculose. 

L'inoculation de 2 milligr. 5 de bacilles chez dix cobayes a 
été en gétiéral bien tolérée; mais deux cobayes ont succombé 
’ une paraplégie; les aulopsies pratiquées aux 84° et 121° jour 
ont démontré l’existence de tubercules médullaires crus, mais 
lexamen des divers viscéres n’a pas permis de déceler la 
moindre lésion tuberculeuse apparente. 

Les lésions déterminées par l’inoculation intracardiaque du 
bacille BB sont donc exceptionnelles; Vinoculation des frag- 
ments présentant ces lésions n’a jamais tuberculisé le cobaye. 
Il s’agit done de pseudo-tubercules provoqués par la toxicité 
d’amas de bacilles non virulents, analogues aux lésions de 
nécro-tuberculose observées par de nombreux auteurs aprés 
inoculation de bacilles morts. 

Au surplus l’origine BB n'est pas virulente pour le lapin. 

Lrorigine biliée de Calmette et Guérin, inocalée par voie 
intracardiaque, a la dose de 2 milligr. 5, a donné une micro- 
polyadénopathie qui s'est résorbée vers le 30° jour, sams déter- 
miner en aucun cas la moindre lésion tuberculeuse. 

Ces constatations sont conformes a celles de Calmette et de 
ses collaborateurs. 

L’étude systématique de la virulence des origines éludiées 
a permis d’établir un classement de ces échantillons par ordre 
de virulence décroissante et de réaliser une véritable gamme 
de souches a alténuation progressive : 

1° Origines de virulence normale comprenant la majorité des 
échantillons étudiés : H. Jacob, H. Strasbourg I, B. Vallée, ete. 

2° Origines non virulentes par voie sous-cutanée, A la dose 
de 4/10 de milligramme, mais donnant a la dose de 10 milli- 
grammes en huit & douze mois une tuberculose atténuée : Boy. 
Behring, B. Marmorek, Cheval IP. 

3° Origine non virulente par voie sous-cutanée ou intrapéri- 
tonéale a ia dose de 10 milligrammes et donnant exceplionnel- 
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lement en injection intracardiaque des lésions folliculaires de 
nécro-tuberculose : Bov. BB. 

4° Origine complétement atténuée, méme par voie intracar- 
diaque : Bov. biliée de Caimette et Guérin. 

On remarquera que les échantillons atténués sont presque 
exclusivement des origines bovines. 


Il. — Exaltation de la virulence des souches atténuées. 


En présence des lésions plus ou moins discrétes provoquées 
par les souches atténuées, il était indiqué de rechercher si ces 
lésions résultent de la virulence des bacilles injectés ou si elles 
sont dues simplement a de la nécro-tuberculose, c’est-a-dire & 
des lésions purement toxiques, analogues & celles que l'on 
observe a la suile de l’inoculation de bacilles tués..Nous nous 
sommes proposé de rechercher s’il était possible de restituer a 
ces bacilles atténués une virulence normale. 

A cet effet, nous avons inoculé sous la peau du cobaye 
des parcelles d’organes présentant des lésions consécutives A 
Vinjection des diverses souches atlénuées. 


A. — ErunE DES LESIONS PROVOQUEES PAR LORIGINE H. 1036. 


Le cobaye n° 57 recoit, le 22 mars 1922, 5 milligrammes de bacilles dans 
le péritoine; il meurt le 9 juin 1922, soit 77 jours apres Vinoculation; a 
Vautopsie on reléve uniquement des nodules épiploiques caséeux, montrant 
quelques bacilles; ce pus ensemencé sur milieu de Petroff donne une culture 
qui est inoculée le 12 octobre 1922 sous la peau du cobaye 133; ce cobaye 
meurt le 28 février 1923, soit au 136¢ jour, avec une tuberculose généralisée. 
Une trace de larate de ce cobaye est inoculée sous la peau de deux cobayes 
qui meurent respectivement au 118¢ et au 126¢ jour avee une tuberculose 
généralisée. 


Les lésions discrétes observées aprés une premiére inocula- 
‘tion intrapéritonéale de H. 1036 sont donc dues a des bacilles 
de virulence atténuée; cette virulence atténuée peut s’exalter 
considérablement par passages successifs, jusqu’a donner en 
quatre ou cing mois, par inoculation sous-cutanée, d'une 
-minime quantité de bacilles, une tuberculose généralisée alors 
| que l’inoculation sous-cutanée de 10 milligrammes de hacilles 
de la souche atténuée n’a déterminé qu'une tuberculose discrete 


en cent soixante-cing et deux cent soixante-huit jours, 
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B. — Erubr DES LESIONS PROVOQUEES PAR IL ORIGINE 
B. Marmorek. 


Le cobaye 365, inoculé sous la peau avec 10 milligrammes de bacilles, 
meurt au 249¢ jour en présentant des lésions scléro-caséeuses du foie el de 
la rate, sans extension aux poumons. Une parcelle de rate est inoculée sous 
la peau du cobaye 416 qui meurt au 135° jour avec un ulcére et des lésions 
de tuberculose généralisée (2¢ passage). Une parcelle de la rate du cobaye 416 
est inoculée sous la peau de deux autres cobayes. qui meurent respective- 
ment au 82¢ ef au 85¢ jour avec des lésions de tuberculose généralisée (3° pas- 
sage). Un quatrisme passage fait de la méme maniére tue le cobaye en 
62 jours avec une tuberculose généralisée. 


Les lésions initiales consécutives & l’inoculation de l’origine 
Bov. Marmorek sont dues a-des bacilles & virulence atténuée, 
virulence qui peut s’exalter et redevenir normale par passages 
successifs. 


C. — Erupre DES LESIONS PROVOQUEES PAR L'ORIGINE CHEVAL Ut 2 


Expséarence I. — Le cobaye n° 217 inoculé sous la peau avec 10 milligrammes 
de bacilles meurt au 311¢ jour avec des lésions de tuberculose généralisée. 
Une trace de la rate de ce cobiye est inoculée au cobaye n° 18 qui meurt 
au 112e jour avec une tuberculose généralisée (2° passage); la pulpe de rate 
du cobaye 18, ensemencée sur milieu de Petroff, donne une culture dont 1/10 
de milligramme environ inoculé aun cobaye, n° 178, donne une tuberculose 
généralisée en 150 jours (3° passage); une parcelle de rate du cobaye 178 
inoculée sous la peau d’un cobaye donne une tuberculose généralisée en 
454 jours. 


Exp&riencé Il. — Le cobaye n° 433 recoit le 11 avril 1922 1 centigramme de 
bacilles par voie intracardiaque; il meurt au 31¢ jour, ne présentant qu'une 
congeslion généralisée de tous les organes, qui contiennent de nombreux 
bacilles; la pulpe de rate ensemencée sur milieu de Petroff donne une 
cullure abondante dont une trace est inoculée sous la peau d’un cobaye,. 
n° 244, qui meurt au 306e jour, avec une tuberculose généralisée (2% passage); 
une parcelle de la rate inoculée & un cobaye le tue avec généralisation 
tuberculeuse en 122 jours (3° passage). 


Expérrence Ill. — Le cobaye n° 310 recoit 4 centigramme de bacilles en 
injection intracardiaque el meurt au 92¢ jour avec de nombreux tubercules 
viscéraux. Une parcelle de rate donne sur milieu de Petroff une culture dont 
une trace est inoculée par voie intracardiaque 4 un cobaye, n° 42, qui meurt 
au 30° jour avec des lésions de tuberculose généralisée (2¢ passage) ; une 
parcelle de tubercule de la rate de ce cobaye inoculée sous la peau d’un 


cobaye, n° 373 (3° passage), confére A ce dernier une tuberculose généralisée 
mortelle en 8% jours. 


Exrgéarence IV. — Le cobaye 563 recoil en inoculation intracardiaque 
1 milligramme d'une culture de 30 jours; il meurt au 286e jour, avec de 
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nombreux tubercules viscéraux. Une parcelle de tubercule inoculée sous la 
peau du cobaye ne 16% détermine une tuberculose généralisée mortelle en 
105 jours (2¢ passage). 


Le bacille Cheval IP n’est pas virulent en inoculation sous- 
cutanée, pour le cobaye, & la dose de 1/10 de milligramme; 
& dose massive (10 milligrammes et plus), il ne provoyue que 
tardivement, c’est-a-dire en dix &douze mois, des lésions tuber- 
culeuses plus ou moins étendues; mais, par passages successifs, 
surtout par inoculation intracardiaque, il peut, comme Vindi- 
quent les expériences ci-dessus, récupérer une virulence 
normale. 


ETupE DES LESIONS PROVOQUKES PAR L’ORIGINE BB. 


Ces lésions sont exceptionnelles et toujours discrétes; nous 
nen avons relevé qu’a la suile des injéctions intracardiaques 
ala dose minima de 1 milligramme. Les tubercules observés 
ont été inoculés sous la peau du cobaye et n'ont jamais été 
suivis de tuberculisation. Nous pouvons donc considérer ces 
lésions comme des pseudo-tubercules dus 4 la toxicilé d’amas 
bacillaires et analogues & ceux que l’on observe & la suite de 
linoculation de bacilles tués. 

En résumé, les origines H. 1036, B. Marmorek et Cheval IP, 
qui sont atténuées au point de n’étre plus virulentes 4 la dose 
de 1/10 de milligramme, peuvent, par passages par lorga- 
nisme, surtout par voie intracardiaque & forte dose, récupérer 
une virulence normale. I/ ne nous a pas été possible jusqwict 
de conférer la moindre virulence a Vorigine BB. 

Il résulte de ces expériences qu'un bacille tuberculeux 
atténué pour un organisme est susceptible dexalter sa virulence 
pendant son séjour dans cet organisme et de devenir un agent 
dinfection virulent pour un organisme neuf. 


III]. — Toxicité des corps microbiens et de la tuberculine 
des divers échantillons de bacilles tuberculeux. 


Les bacilles 6ludiés proviennent de cultures de deux mois 
en milieu synthétique dont nous avons précédemment indiqué 
la formule (C. R. Soc. de Biol., 18 février 1922); les ballons 


ae 
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de culture ont été soumis & un chauffage de une heure & 100° 
a autoclave et les corps bacillaires récoltés sur filtre de tarla- 
tane et desséchés & |’6tuve 4 70° pendant trois heures. 

Nous avons successivement étudié la toxicité des bacilles 
par voie intracérébrale et sous-cutanée pour le cobaye sain, et 
pour des cobayes tuberculisés avec une origine humaine ou 
bovine; nous avons enfin déterminé la toxicité comparée des 
tuberculines liquides des échantillons étudiés. 


A. — ToxiciT& DES ECHANTILLONS DE BACILLES PAR INOCULATION 
INTRACEREBRALE, AU COBAYE SAIN, DE UN MILLIGRAMME DE CORPS 
BACILLAIRES, 


Nous pouvons schématiser comme suit les résultats obtenus : 


FKCHANTILLONS SURVIE DES COBAYES 


es) ’ VIRULENCE TOXICITE 
injectés inoculés 


BBw delicowaye anaes . 30 
BB. (2° ¢obayey. . =. 
. Vallée 


. Marmorek Atténuée. 
. Gionnet Be ++ 

. Behring F _ Atténuée. 
Cheyabili'P ys. .6 ieee ; Id. 
Id. 


Cette expérience indique qu’il existe des souches & la fois 
virulentes et toxiques pour le cobaye sain (B. Vallée, H. Test, 
H. Jacob), des souches virulentes, mais peu toxiques (HCI) ow 
méme dépourvues de toxicité (H. Gionnet). Elle montre égale- 
ment que les souches atténuées B Marmorek ct Cheval IP 
sont atoxiques, mais que les erigines BB et biliée qui sont tota- 
lement avirulentes manifestent au contraire une toxicilé remar- 
quable. 

Iln’y a done pas de relation obligatoire entre la virulence et 


la toxicité des corps bacillaires par inoculation intracérébrale 
au cobaye sain. 
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B. —. Toxics DES CORPS BACLLLAIRES D’ORIGINES HUMAINES: ET 
BOVINES PAR INOCULATION SOUS-CUTANEE DE 20) MILLIGRAMMES DE 
BACILLES TUES POUR DES COBAYES TUBERCULISKS AVEC DES ORIGINES 
HUMAINES ET BOVINES. 


Les cobayes éprouvés ont été tuberculisés, les uns avec une 
souche humaine (H Strasbourg I) récemment isolée des crachats 
d’un cas de tuberculose pulmonaire del'adulte ; les autres avec 
une souche bovine (B Strasbourg I), isolée depuis peu d’une 
pommeliére bovine. La tuberculisation était réalisée par ino- 
culation sous-cutanée de 1/10 de milligramme de bacilles pesés 
frais. Is ont été éprouvés au 45° jour et ont tous présenté a 
Pautopsie des lésions tuberculeuses généralisées sensiblement 
de méme degré : les cobayes ont été éprouvés par inoculation 
sous-cutanée ou intracérébrale. Ces résultats sont figurés dans 
le tableau suivant : 


SURVIE DES COBAYES TUBERCULISES 
Eee EONS avec une origine 


injectés 
humaine bovine 


Origines humaines : 
HeeJacobe ac. ssa 4h.é Survie. 
Tole Cray | Aires OO. See 4h. 4! FAME 
Hee MOSCe re te. 5 h. Gules 15 
H. Giommet.. . — Bh. 15 Survie. 


[ils WKDEh ais once SS, an et Opie 8h. Id. 


Origines bovines : 
Be burneiv: naan ste 6 h. by ies 
BuMarmorek 5... 2... 8 h. 6h. 30 
Bae ORiNon we ke | 4'3ihe 40 h. 
B. Vallée . . Beas cnt 8 h. 5 h. 30 
BABIICH eee Ses 42h. 6 h. 
Bibra ear SUT. eee Survie. Survie. 


Cheval it Id. Id. 


Cette expérience indique que les bacilles d’une origine 
(humaine ou bovine) semblent plus toxiques en inoculation sous- 
cutanée pour les cobayes tuberculisés avec une origine homo- 
logue que pour ceux qui sont tuberculisés avec une origine 


différente. 
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Cette différenciation est particulitrement marquée pour les 
origines humaines, spécialement pour les souches Jacob; Gion- 
net et 1036 qui tuent en quelques heures le cobaye tuberculisé 
avec une origine humaine et sont sans action appréciable sur 
le cobaye tuberculisé avec une origine bovine. 

La différenciation est moins accusée, mais néanmoins con- 
stante pour la toxicité des origines bovines. 

Les origines BB et cheval sont dépourvues de toute toxicité. 


C. — Toxicité DES BACILLES HUMAINS ET BOVINS PAR INOCULA- 
TION INTRACEREBRALE DE 1/100 p& MILLIGRAMME POUR DES COBAYES 
TUBERCULISES DEPUIS QUARANTE-CINQ JOURS AVEC DES ORIGINES 
HUMAINES Er Bovines (1/10 DE MILLIGRAMME). 


L’épreuve par inoculation intracérébrale a donné les résul- 
tats tigurés dans le tableau suivant : 


SURVIE DES COBAYES TUBERCULISES 


ECBANTILLONS avec une origine 


injectés ‘ f 
humaine bovine 


Hevacope: <= Schese Survie. 
H. Jacob(i/1.000 ae yiuign 6h. » 


H. Jacob (1/10 de milligr.). 42s 
By BINGE Bex Sates, ok wos Sh. 6h. 
BYBROR tk ac ck eee : 6 h. 45 
BeMarmorelec- ola ant os an Ua tp 
BD SBehTING. a.) . eee 19 nh: 10 h. 
Ghevell [Pacem aes eee 2 0ivhe Survie. 
Hol 0386 0 ee ee Survie. Piles ae 


L’origine BB, non virulente, se classe parmi les plus toxiques 
par inoculation intracérébrale de corps bacillaires. 

La différenciation de la toxicité des origines bovines et 
humaines est moins apparente par inoculation intracardiaque 
que par inoculation sous-cutanée. Cette différenciation est 
cependant remarquable pour Vorigine H Jacob qui tuait le 
cobaye tuberculisé avec l’origine humaine, méme & la dose 
de 1/1.000 de milligramme, alors que 1/10 de milligramme 


n’a tué le cobaye tuberculisé avec lorigine bovine qu’en quinze 
heures. 
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L’un de nous (A. Borrel, Soc. de Biol., 7 avril 1900) a déja 
signalé l’extréme sensibilité du cobaye tuberculeux & V’inocula- 
tion intracérébrale de bacilles tuberculeux. Alors que le cobaye 
Supporte par cette voie 0 milligr. 5 de corps bacillaires, les 
cobayes, tuberculisés depuis trente jours succombent & |’inocu- 
lation de 1/1.000 de milligramme et méme a 1/10.000 lorsqu’ils 
sont tuberculisés depuis quarante-cinq jours. 


D. — TirraGe DE LA TOXICITE DE TUBERCULINES LIQUIDES 
D ORIGINES DIVEKSES. 


Le titrage a été effectué par injection sous-cutanée aA des 
cobayes tuberculisés depuis cinquante jours avec une origine 
humaine, de quantités variables de liquides de cultures de deux 
mois. 

Tous les cobayes morts ou sacrifiés présentaient des lésions 
tuberculeuses viscérales et sensiblement de.méme étendue. 

Kn exprimant Je degré de toxicité des tuberculines par les 
quantités nécessaires pour tuer le cobaye en moins de huit 
heures, on peut classer les souches par ordre de toxicité 
décroissante comme suit : 


]BI BT cau — dee tea Ear Sa BEWARE Okemeae5 
BOveaViallGGpee & a4 tn 0 Pees coke he ORG Geo 
Bilié Calmette-Guérin. ...... 1 cent. cube 
[pee EVA a seers See ieee sain emit 1 — 
Hegstrasboureul v.01 7s. ee ul — 
BOveebelitin e's Rasy, erm vee pone 5 — 
Bovaearmone kau et ete tan 5 — 
ee NOSG sei cs Beano tie Aeon eo L 5 — 


L’origine Cheval IP n’a pas donné de tuberculine (pas d’ac- 
tion loxique avec 5 cent. cubes alors qu’elle était autrefois utili- 
sée & l'Institut Pasteur pour la préparation de la tuberculine ; 
elle a donc cessé de sécréter une tuberculine toxique. On voit 
que si certaines origines atlénuées donnent une tuberculine peu 
active (Bov. Behring, Bov. Marmorek et H 1036) ou complete- 
ment dépourvue de toxicité (Cheval JP), d’autres souches & atté- 
nuation plus marquée (Bov. Biliée et BB) continuent a sécréter 
une tuberculine aussi toxique que des bacilles de virulence 
normale. 

I] n’y a pas de parallélisme absolu entre la toxicité de la tuber- 
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culine et la virulence d’un bacille tuberculeux. La sécrétion 
d'une tuberculine active n’est donc pas un caractére de viru- 
lence: 


IV. — Essais de vaccination avec les souches atténuées. 


EssAIs DE VACCINATION AVEC BACILLES BROYES. 


Les premiers essais de vaccination entrepris en 1920 ont été 
tentés avec une préparation de bacilles virulents broyés. Les 
bacilles humides, filtrés sur tarlatane et lavés & eau physio- 
logique, ont été triturés pendant quarante-huit heures dans 
Vappareil & perles, en suspension dans l’alcool absolu (soit 
alcool a 90° environ. 

L’opération terminée il reste & peine un ou deux hacilles 
colorables par champ du microscope; la masse bacillaire 
broyée, recolorée par le bleu, se présente comme une sub- 
stance formée de granulations indéfinissables. 

La masse bacillaire, débarrassée de l’alcool, a été mise en 
suspension dans de l’eau glycérinée & 50 p. 100 et décantée 
longuement. La partie déposée au fond du vase a été utilisée 
dans nos essais de vaccination. 

On pouvait espérer, par cette préparation, libérer les sub- 
stances vaccinantes du bacille tuberculeux, d’autant plus que 
cet extrait posséde un pouvoir antigene remarquable, mis en 
4évidence par la réaction de fixation (1). 

Une premiére série de cobayes a été préparée par inoculalions 
sous-cutanées de 1/20 de cent. cube d’émulsion de bacilles 
broyés, répétées tous les quinze jours, tous les mois ou tous les 
deux mois pendant cent cinquante jours; la réaction locale était 
de plus en plus vive & mesure que les injections étaient répé- 
tées. Les premiers nodules d’inoculation étaient résorbés; a 
partir de la quatrigme ou cinquiéme injection, la résorption 
était inconstante et il se formait fréquemment de petits abcés 
qui évacuaient leur contenu par uleération, puis se cicatri- 


salent; une réaction thermique de 1° apparaissait & partir de 
la troisiéme injection. 


(1) A. Bonnet et L. Bogz. C. R. Soe. Biol., 9 juillet 1920, p. 4134. 
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Un deuxiéme lot de cobayes a été préparé par inoculations 
intrapéritonéales répétées, & la dose de 1/20 de cent. cube 
d’émulsion de bacilles broyés; ces injections furent pratiquées 
pendant 150 jours, tous les 15, 30 ou 60 jours; elles provo- 
quaient une légére réaction abdominale (gonflement et sensi- 
bilité de Pabdomen) et une réaction générale (élévation ther- 
mique de 1° 1°5 trois heures aprés l'injection) & partir de la 
troisiéme injection. 

Ces deux séries de cobayes ont été soumises & inoculation 
d’épreuve pratiquée, a la fin du cinquiéme mois, par inoculation 
sous-cutanée de 41/10 de milligramme d’une souche humaine 
récemment isolée; ils ne se sont pas montrés plus résistants 
que les cobayes témoins. Ces résultats négatifs confirment les 
observations des nombreux auteurs qui ont pratiqué des essais 
de vaccination avec des bacilles tuberculeux tués ou avec des 
extraits bacillaires. 

I] semble bien actuellement acquis que le bacille tuberculeux 
mortest complétement inapte & conférer la moindre immunité, 
et qu’il est préférable de s’adresser au hacille vivant. 

A défaut de souches humaines ou bovines atténuées, les 
expérimentateurs ont utilisé des bacilles normalement non 
virulents pour les animaux d’expérience (bacilles pisciaire, 
aviaire, etc.); les résultats n'ont pas été tres favorables. 

Par contre, les expériences de vaccination réalisées avec le 
bacille bilié (bacille bovin atténué) par Calmette et Guérin, 
Négre et Boquet, sur les bovidés, les cobayes et le lapin, ont 
fourni des indications trés intéressantes et indiquent que le pro- 
bléme de l’immunisation expérimentale antituberculeuse peut 
tirer avantage de |’étude des souches de bacilles tuberculeux 
atténués. 

Il semble désirable de pusséder de nombreuses souches 
avirulentes. L’étude systématique des diverses souches atté- 
nuées montre la grande diversité de leurs réactions biologiques 
(caractéres de virulence et de toxicité des corps bacillaires et de 
la tuberculine); il n’y a guére deux origines qui aient une 
formule superposable; cette extréme diversité. indique qu'il 
sera peut-étre possible, un jour, d’obtenir une souche possé- 
dant des caractéres biologiques originaux lui conférant de 
réelles qualités immunisantes. 
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La détermination du pouvoir immunisant des origines atté- 
nuées que nous avons identifiées était le complément indispen- 
sable de l’étude que nous avons entreprise. Les essais d immu- 
nisation ont élé poursuivis chez le cobaye, que nous avons pre- 
paré par des voies diverses (sous-cutanée, a dose faible ou 
massive, intrapéritonéale et intracardiaque). 


Expiérience 1. — Essais de vaccination avec les origines atténuées, preper anus 
par voie sous-culanée. Ce premier essai constitue une expérience d'orientation. 
Nous avons en général utilisé de fortes doses de bacilles (2 a 10 milli- 
erammes) et multiplié les points dinoculaltion, de maniére a favoriser la 
résorption; la durée de la préparation a varié de 86 a 210 jours; les animaux 
préparés ont été éprouvés, soit par voie sous-cutanée a raison de 1/100 de 
milligramme de bacilles bovins virulents (bov. Vallée), soit par instillation 
conjonctivale (mé hode de Calmette, Guérin et Grysez); les animaux éprouvés 
et les témoins élaient sensiblement de méme poids. 

Dans la série des animaux éprouvés par voie sous-cutanée, les témoins 
sont morts en70 et 81 jours de tuberculose généralisée, les cobayes préparés 
respectivement en !07 et 109 jours (Cheval IP), 90 et 115 jours (B. Maimorek), 
119 jours (bov. Behring); ces animaux présentaient également des lésions 
tuberculeuses étendues. Par contre, 3 cobayes préparés avec la bov. BB 
(10 milligrammes en 100 jours de préparation) sont morls aux 107° et 120¢ 
jours avec des lésions tuberculeuses relativement discrétes (ulcére, ganglions 
inguinaux caséeux comme pois, rate A peine hypertrophiée, avec rares tuber- 
cules, aucune lésion hépatique ou pulmonaire). 

Dans la série éprouvée par instillation conjonctivale, les teémoins sont morls 
en 97 et 118 jours de tuberculose généralisée, les animaux préparés sont 
morts respectivement : 

a) Pour Cheval IP en 122 jours (infection intercurrente); autopsie : gros 
ganglions carotidiens caséeux, adénopathie bronchique, 2 granulations 
pulmonaires punctiformes, aucune.autre lésion; 

6) Pour B.. Behring au 119¢ jour (adénite cervicale suppurée, quelques 
tubercules pulmonaires punctiformes); 


c) Pour boy. BB en 122 et 158 jours (adénite cervicale, quelques tubercules 
pulmonaires). 


En résumé, tous les animaux éprouvés par voie sous-cutanée 
sont morts avec des lésions tuberculeuses étendues; toutefois, 
la survie, chez les cobayes préparés, a été constamment et sen- 
siblement supérieurea celle des animaux témoins. Les animaux 
éprouvés par instillation conjonctivale ont également présenté 
une survie appréciable par rapport aux témoins; au surplus, 
les lésions 4 l’autopsie étaient moins étendues. 

L’origine BB semble donner de meilleurs résultats que les 
origines Cheval IP., Boy. Marmorek et Bov. Behring; les 
lésions sont en général moins étendues chez les cobayes pré- 
parés avec bov. BB. 
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Dans une autre expérience, 2 cobayes avaient été préparés par inoculation 
sous-cutanée de 2 milligrammes de bacilles(pesés frais) de Vorigine Cheval IP. 
Ils ont éprouvés aprés 48 jours, en méme temps que deux témoins, par 
inoculation sous-culanée de 4/10 de milligramme de bacilles humains 
(H Strasbourg I). Les témoins sont morts en 53 et 61 jours de tuberculose 
généralisée; les deux cobayes préparés ont survécu respectivement 229 et 
346 jours, mais onl fini par succomber & une Luberculose généralisée. 


ExegéeiEence Il. — Essais de vaccination avec les origines atlénuées, prépara- 
tion par voie inlracardiaque. Les animaux ont été préparés par inoculation 
intracardiaque de 5 milligrammes de corps microbiens. L’inoculation 
dépreuve a élé pratiquée aprés des temps de préparation variable (de 42 a 
72 jours) dans les mémes conditions que dans. l’expérience précédente; une 
premiére série d’animaux a été éprouvée par inoculation sous-culanée; les 
témoins sont morts en 110 et 130 jours avec des lésions généralisées, les 
cobayes préparés sont morts respectivement en 28 jours (Cheval IP), en 
55 jours et 81 (bov. BB), en i128, 144 et 176 jours. (Bov. bilié); tous les animaux 
présentaient une tuberculose étendue; seuls, les cobayes préparés avec les 
bacilles biliés semblent avoir présenté une légére résistance. Au contraire, 
les cobayes préparés avec les autres origines (cheval IP, bov. BB) sont morts 
beaucoup plus rapidement que les témoins; la préparation les a sensibilisés 
vis-a-vis de l’infeclion d’épreuve. 

La seconde série d’animaux a élé éprouvée par instillation conjonctivale 
dune émulsion virulente (bov. Vallée). Les animaux sont morts en 150 4 
4180 jours, c’est-a-dire plus rapidement que les témoins qui ont résisté de 224 
a 225 jours. 


Ces expériences indiquent nettement que, chez les animaux 
préparés par voie intracardiaque, il s’établit d’abord un état 
d'hypersensibilité qu'il faut laisser disparaitre avant de prati- 
quer | ‘inoculation d’épreuve. 


Exeérience I[l. — Essais de vaccination avec les ori,ines atlténuées (Cheval IP., 
B. Marmorek, H. 1036), préparation par vote intrapéritonéale. Les cobayes ont 
été préparés par une seule inoculation de quantilés variables de bacilles 
(de 1 & 5 milligrammes). Ils ont été éprouvés apres des temps variables (de 
195 A 260 jours) par inoculation sous-cutanée de 1/10 de milligramme de 
bacilles virulents (bov. Vallée). 

Les 6 témoins sont morts en 59 et 72 jours. Tous les cobayes préparés ont 
présenté, sauf mort par infection intercurrente accidentelle, une survie 
appréciable sur les témoins ‘de 199 A 222 jours). Au surplus, tandis que les 
témoins montraient a l’autopsie des lésions généralisées, un cerlain nombre 
d’animaux préparés n’oftraient que des lésions manifestement retardées et 
atténuées. Les résultats semblent meilleurs avec les origines B. Marmorek 
et B. Behring qu’avec les origines Cheval IP et H. 1036. Il semble également 
que les fortes doses (10 milligrammes) donnent de meilleurs résultats que 
les doses faibles. 


Expérmnce [V. — Essais de vaccination avec les origines a'lénuées BB et bilié, 
préparation par voies diverses. Les conditions @ inoculation d’épreuye sont 
les mémes que dans l’expérience précédente. Les résultats de l’expérience 
sont figurés dans le tableau de la page 1030. 
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ESSAIS DE VACCINATION AVEC 
Inoculation d’épreuve 


SOUCHES 


Id 


Boyevbilrey i ane 


PREPARATION 
mode 
d'inoculation 


Id. 


POIDS 
de bacilles 
injectés 


milligr. 
40 


NUMERO 
des 


4 


cobayes 


REACTION 
en cours 
de préparation 


Abceés et petits gan- 
glions. Résorption. 


Polyadénopathie. 
Résorption au 30¢ j. 


Polyadénopathie. 
Résorption aprés 
un mois. 


INOCULATLO 
d’épreuve 
au 


88 
88° 
280° 


SURVIE 
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LES ORIGINES ATTENUEES 


par voie sous-cutanée. 


Nee SES SSS SSS SSS SS 


LESIONS A L’AUTOPSIE OBSERVATIONS 


SP SR ES 


Tuberculose généralisée. Tuberculose retardée. 
Id. Id. 
Id. Id. 
, Id. Id. 
|Ulcére, tuberculose du foie et de la rate, pas “de lésion Id. 
pulmonaire, pneumococcie inlercurrente. 
Abcés caséeux au point d’inoculation; pas de retentis- Id. 


sement ganglionnaire; aucune lésion viscérale. 
|Tuberculose généralisée. » 
Id. » 
Pas @ulcére; nodule caséeux au point d'inoculation; gan-| Tuberculose atténuée. 
glions inguinaux a contenu séreux, ganglions lombaires 
crus, comme pois. Quelques tubercules au foie et a la 
rate: poumon intact. 
Tuberculose généralisée. » 
Id. » 
Id. » 


Abcés caséeux au point d’inoculation; ganglions ingui-|Tuberculisationretardée. 
naux crus, comme haricot; aucune lésion viscérale. 
Tuberculose généralisée. Id. 
Id. » 
Id. » 
Id. » 
Id. » 
Id. » 
|Ulceére et ganglions; rares tubercules viscéraux. » 
|Tuberculose généralisée. » 
Abces au point d'inoculation. Adénite scléro-caséeuse; » 
| foie: 0; rate quintuplée avec nombreux tubercules; 
| poumon: 0. 
Tuberculose généralisée. » 
} Id. 5 » 
Abcés au point d inoculation, ganglion inguinal 4 contenu » 
séro-caséeux (comme haricot), rate doublée avec quel- 
ques tubercules; poumons et foie intacts. 


!'Tuberculose généralisée. 


Id. Survie moyenne: 80 jours. 
Id. Id. 
Id. Id. 
Id. Id. 
Id. Id. 
Id. Id. 
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Tous les animaux préparés ont présenté une survie nettement supérieure 
a celle des cobayes témoins (survie moyenne des témoins : 80 jours). 

Les cobayes préparés par voie sous-cutanée avec lorigine BB 
ont présenté une survie double et parfois méme triple de celle 
des témoins ; le cobaye 242, mort au 88° jour de pneumococcie 
(les cobayes témoins étant morls ou mourants), ne montrait a 
l'autopsie qu'un petit nodule caséeux au point d'inoculation, 
sans le moindre retentissement ganglionnaire. La préparation 
par voie intrapéritonéale, avec lorigine BB, ne semble pas 
donner de résultats supérieurs & la préparation sous-culanée, 
au moins dans les conditions de doses et de temps cependant 
étendues réalisées dans | expérience. 

La préparation par voie intracardiaque avec l’origine BB ne 
parait pas offrir avantage sur la préparation intrapéritonéale 
ou intracardiaque. 

Par voie intracardiaque, méme les doses minimes de 1/100 
de milligramme assurent une survie notable qui semble cepen- 
dant inférieure & celle que conférent des doses de 4 & 2 milligr. 

L’origine biliée de Calmette et Guérin, par préparation intra- 
péritonéale ou intracardiaque, a donné des résultats sensible- 
ment équivalents & ceux que nous avons observés avec lori- 
gine BB. (Vcir’‘tableau de vaccination.) 

En résumé, les cobayes préparés par inoculation des diverses 
origines atténuées ont présenté une survie constante et sou- 
vent appréciable par rapport aux cobayes témoins. 

La préparation avec l'origine BB, complétement dépourvue 
de virulence, a donné des résultats sensiblement supérieurs aux 
autres origines non complétement alténuées. 

La préparation par voie sous-cutanée a donné d’aussi bons 
résultats que la préparation par voie intracardiaque ; elle offre, 
au surplus, l’avantage d'étre moins meurtriére. Mais nous nous 
proposons de poursuivre l'étude du pouvoir immunixant de 
Yorigine BB en modifiant les conditions de préparation. 


CONCLUSIONS GENERALES 


I. — Cerlaines origines de bacilles tuberculeux, entretenues 
depuis de nombreuses années par repiquages mensuels sur 
pomme de terre glycérinée, ont perdu une grande partie de 


Ait am a 
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leur virulence initiale. Celte atténuation progressive semble 
plus fréquente pour les souches bovines que pour les humaines. 


II. — La plupart des origines atténuées peuvent, par pas- 
sage chez l’animal, surtout par inoculation intracardiaque, 
récupérer leur virulence initiale. Un bacille atténué pour un 
organisme est donc susceplible d’acquérir, dans des lésions de 
tuberculose bénigne, une recrudescence de virulence qui en 
fait un agent redoutable d’infection pour un organisme neul. 

L’origine BB semble cependant définitivement atténuée. 


lI]. — L’atténuation progressive de la virulence s'accom- 
-pagne généralement d’une diminution de la toxicité de Ja tuber- 
culine. Mais cette relation n’est pas constante. Certaines sou- 
ches 4 virulence minime ou nulle continuent a sécréter une 
tuberculine trés active. Il n’y a donc pas de relation néces- 
saire entre la toxicité de la tuberculine et la virulence d'un 
bacille tuberculeux. 


IV. — Lorsqu’on étudie des échantillons de bacilles d’ori- 
gines différentes, au point de vue de leurs réactions biolv- 
giques : virulence, toxicilé de la tuberculine et surtout toxicité 
des corps bacillaires par voie intracérébrale ou sous~cutanée 
pour le cobaye sain et le cobaye tuberculisé avec des origines 
différentes humaine ou bovine, on constale que la variété de 
ces réactions est telle qu'il n’y a pas a proprement parler deux 
souches qui se comportent identiquement. 


V.— Les cobayes préparés par inoculation intracardiaque, 
intrapéritonéale et surtout sous-cutanée avec les origines atté- 
nuées présentent une résislance appréciable & la tuberculi- 
salion, résistance qui se traduit par une survie constante ct 
notable des cobayes préparés par rapport aux cobayes témoins. 
Mais tous les cobayes préparés finissent par succomber plus ou 
moins tardivement avec des lésions tuberculeuses. L’origine BB 
nous a donné des résullats intéressants que nous nous propo- 
sons de préciser dans des expériences ultérieures. 


(Travail de l'Institut d’Hygiéne de Strasbourg, fondalion Michelin.) 
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ETUDES SUR LE STREPTOCOQUE GOURMEUX 


(TROISIEME MEMOIRE) 


par BROCQO-ROUSSEU, FORGEOT et URBAIN. 


Nous avons été frappés, au cours de nos recherches, par 
l'imprécision des caractéres attribués généralement au strepto- 
coque gourmeux. Les documents qui le concernent sont rares, 
et le peu que nous connaissons de sa biologie montre bien que 
son étude systématique n’a pas été poussée trés loin. 

Nous apporterons done quelques études nouvelles sur ses 
caractéres, et la nécessité ot nous sommes de rechercher des 
caractéres différenliels entre ce streptocoque et les autres nous 
conduira souvent a étudier comparativement le streptocoque 
gourmeux et les autres streptocoques que nous possédons. 


Cultures. 


Aux caractéres connus des cultures, sur lesquels nous ne 
reviendrons pas, nous ajouterons que le streptocoque ne pousse 
pas dans les milieux suivants : 

Huile, axonge, pomme de terre ordinaire ou glycérinée, 
tanin 4 1 p. 100, azotate d’ammoniaque a 4 et 5 p. 100, sulfate 
de cuivre & 0,10 p. 100. 

Sur des cubes de blanc d’ceuf, il pousse trés maigrement, et 
il n’y a aucune transformation de l’albumine. 

Sur carotte, ily a de rares colonies. Au reste, tous les strep- 
tocoques gourmeux ou non, ou d’autres animaux que le che- 
val, ne poussent pas, ou se développent trés mal sur ce milieu. 

Dans l'amidon a 5 p. 100, il pousse mal, et, sur dix strepto- 
coques gourmeux semés, trois seulement montrent des traces 
de sucre réducteur. 

Sur glycogéne d’origine cheval & 5 p. 100, il pousse en trans- 
formant trés peu le milieu. Ainsi, on obtient les chiffres sui- 
vants : 


a intl ahi 
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SUCRE REDUCTEUR 


par litre 
Streptocoques gourmeux : = 
Bonn 734 aprés 10 jours de culture... .......~. 0 gr. 7 
Caen — ee ee Ptr eee 0 gr. 11 
375 — rae, >< eh itwenete Sees ie es iS 0 gr. 6 
BH 480 — Se cme ie ee 0 gr. 10 
SV 2865 oe a a a ote 0gr.7 
Streptocoques non gourmeux : 
Arséne — RN ee ong i ey 0 gr. 10 
Alep -— SS) Gi kA eee ae 0 gr. 7 
Nubie _ _ oan akin oe arlene ee Ps 0 gr. 41 


Cette transformation du glycogéne en sucre n’est donc pas 
-un caractére particulier au streplocoque gourmeux. 


BovuiLton DE cuEvat. — Ce bouillon est préparé exactement 
comme celui de boeuf. Sion seme en méme temps deux ballons 
de bouillon, l'un de beeuf, ’autre de cheval, et qu’on pése 
aprés huit jours, les cultures filtrées sur papier, on obtient des 
chiffres de Vordre suivant : 


BOUNLOMRG Re Wale pases lain Fo Sees a a 2-7, 162 
Boullomebveufinw ye syn - sae: eatin Sede pened Mee si 1 gr. 820 


soit une différence en faveur du bouillon de cheval de 0,342. 
Aprés dix jours de culture : 


183 SUNG AWCLTEN UI” RE Gees Bo ell cS MSs Newtomate ( 2 er. 285 
BOULO MMO Ee eS pres ar to) Poca aatan 4 gr. 625 


soit encore une différence de 0,660. 

On voit done que la culture en bouillon de cheval est plus 
abondante qu’en bouillon de beeuf. 

Cette différence ne se maintient pas si on opére avec des 
bouillons auxquels on ajoute du sérum de cheval. Les poids 
obtenus sont & peu prés équivalents avec les bouillons sérum, 
boeuf ou cheval. 

Ce résultat confirme le précédent puisque l’addition de sérum 
de cheval & du bouillon de boeuf augmente le rendement de la 
culture dans des proportions trés appréciables; c’est donc bien 
l'élément spécifique « albumine cheval » qui rétablil l’équilibre 
de rendement des cultures. 
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Production d’indol. 


Nous avons ensemencé cing streptocoques gourmeux et cing 
non gourmeux en eau peptonée a 3 p. 100. La recherche de 
Vindol a été pratiquée au moyen de la réaction de Salkowski 
(nitrite de potasse et acide sulfurique). Elle a été négalive dans 
tous les cas. Le coli témoin ensemencé dans les mémes condi- 
tions donnait toujours une réaction positive par la méme 
méthode. 


Production d’acide dans Jes milieux. 


L’augmentation de l’'acidité d'un milieu ensemencé avec un 
streptocoque est un fait connu. Mais aucune indication précise 
n’a 616 obtenue avec le streptocoque de la gourme; c'est pour- 
quoi nous avons suivi la variation de l’acidité du milieu, dans 
les conditions suivantes : 


REACTION DU BOUILLON SERUM STREPTOCOQUE 
Acidité 4 la phénolphtaléine SS a | 
en SO#H® 376 Dole 3 |Ségala2| R.F. | Orléans 


p. 1.000 ] p. 1.000 | p. 4.000 | p. 4.000 | p. 4.000 


Avant ensemencement.... .| 0,49 Oneal 0,29 0,29 0,29 

Aprés ensemencement 1 jour .| 0,62 0,34 (41 0,40 0,46 

Id. 2 jours.| 0,64 0,20 0,46 0,32 0,3 

Id. 30 — 0,33 0,28 0,40 0,27 0,26 

Id. 4 — 9 54 0,33 0,45 0,25 0,414 

Id. 5 0,46 0,16 0,31 0,15 0,26 

Id. 6 — 0,34 0,22 0,32 0,2 0,24 

Id. 7 = 0,26 0,31 0,39 0,37 0,24 

Id. 8s — 0,28 0,35 0,44 0,47 0,29 

ld. 9 — 0,19 0,26 0,28 0,28 0,39 

Id. 40 — 0,28 0,35 0,27 0,27 0,33 

Id. 7, » ’ 0,33 0,28 0,34 
Augmentation d/acidité maxi- 

weir Doin Sanaa fepworc || Meitl 0,8 0,16 0,8 0,17 

ANDECS. cor.) peace one . » ./3 jours./8 jours. |4 jours. |8 jours.| 1 jour. 


On voit done que augmentation d’acidilé du milieu est 
constante, quelle que soit la race du streptocoque employée ; 
que celte augmentation est tres appréciable, et qu’elle se pro- 
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duit dans les quelques jours qui suivent l’ensemencement. 
_Existe-t-il quelque différence a ce point de vue entre un 
streptocoque virulent et un autre dépourvu de virulence? 

Le tableau suivant donne les acidités dues A deux races, 
semées dans un bouillon exactement neutre & la phénolphta- 
léine: 


STREPTOCOQUE R. F. STREPTOCOQUE 376 


ACIDITE f : 
virulent non virulent 


p- 1.000 
AN ORAS Mi jONOT tea Sens) ak ker! Pinel sana 0,28 
CYOULSE Mata aes es 0,20 


SeFOULS EAn Penn 85! Sad? VET 2 0,24 
4 jours y 0,24 
D OUEST) mu-8 0,18 
6 jours hore : 0,16 
0,16 
0,16 
Augmentation d’acidité. . . .. 0,28 


On voit quil n’y a aucune différence entre les deux races. 

Ces déterminations ont élé faites dans des bouillons de 
viande de beeuf. 

Nous avons également suivi celle variation en semant dans 
du bouillon de cheval seul et dans du bouillon de cheval plus 
sérum de cheval. 


BOUILLON SERUM BOUILLON SEUL 
p. 1.000 p. 1.000 
Acidité en SO*4H? avant ensemen- 
cement 
Streptoc. Carpano, apres! jour . 


cs 


~ 


wrmooebp: 


Of me 


Id. 2 jours. 
Id. 
Id. 
Id. 
Id. 
Augmentation d’acidité 


~ 


oH wDnow +1 Oe 
lor) 


o -! 


OE er) 


ao 


nt 


to we 


ow 
be bo 
Cor rF NF EF Ee 


= fe EP es Pe Ee Oo 


i=) 
= 


Il n’y a donc pas de différence appréciable entre les deux 
milieux. Mais, si l’on compare les augmentations dacidilé, 
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dans le bouillon cheval et dans le bouillon beeuf, on voit 

qu'elle est beaucoup plus sensible dans le bouillon cheval. 
Cette différence doit tenir, sans doute, 4 la présence de 

quantités notables de glycogéne dans la viande de cheval. 


NATURE DE L’ACIDE FoRME. — La recherche n’a porlé que sur 
les acides organiques fixes. 

Un litre de culture fut évaporé au bain-marie, aprés addi- 
tion d’acide oxalique, jusqu’a un volume de un quart de litre 
environ. 

Les essais des réactions des acides tartrique et citrique 
donnérent des résultats négatifs. Par contre, l’addition a l'ébul- 
lition, de permanganate de potassium ou de bichromate donne 
des vapeurs d’aldéhyde qui brunissent le réactif de Nessler. I] 
existe donc de l’acide lactique ou de l’acide malique. 

En additionnant de carbonate de zinc en pate claire, en 
excés, filtrant & chaud, on obtient, par refroidissement, des 
cristaux qui, examinés au microscope, se présentent sous 
forme de longs prismes transparents, qui sont des cristaux de 
lactate de zinc. Le streptocoque forme done de l’acide lactique 
dans les cultures faites dans les conditions indiquées (4). 


Action sur le lait. 


Nous avons utilisé du lait du commerce & réaction légére- 
ment alcaline. 


1° STREPTOCOQUES GOURMEUX. — D’aprés Nocard et Leclain- 
che (2), le streptocoque gourmeux coagule le lait en vingt- 
quatre & quarante-huit heures. D’aprés Besson (3), la coagula- 
tion du lait par ce méme agent microbien est lente et exige 
plusieurs jours. 

Nous avons repris celte étude en utilisant vingt-cing sou- 
ches différentes de streptocoques gourmeux, n’ayant jamais 


(1) Mme Rosenblatt, du laboratoire de G. Bertrand, a bien voulu contrdler ce 


résultat et est arrivée ala méme conclusion, A savoir que l'acide formé 
est de l’acide lactique. 


; (2) Maes et Leciaincne. Maladies microbiennes des animaux, 3° édit., 1903, 
De 279) 


(3) Besson. Technique microbiologique, 7° édition, 1921, p. 429. 
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subi de passage par aucun animal de laboratoire. L’observa- 
tion a élé prolongée pendant un mois apres l’ensemencement. 

Nous avons constaté qu’aucun streptocoque gourmeux ne 
coagule le lait en vingt-quatre 4 quarante-huit heures. Quatre 
souches seulement ont provoqué la coagulation dans un délai 
variant de quatre 4 dix jours (deux avec digestion du caillot, 
deux sans digestion ultérieure). Les vingt et une autres sou- 
ches n’ont aucune action coagulante sur le lait. 

Nous avions placé 4 l’étuve, en méme temps, un tube témoin 
de lait non ensemencé qui n’a subi aucune action coagulante 
dans les mémes délais, et un tube de lait ensemencé avec un 
streptocoque lactique, qui a coagulé en quarante-huit heures. 


2° STREPTOCOQUES KQUINS NON GoURMEUX. — Trois streptocoques 
d’origine équine isolés de pus de lymphangite épizootique ont 
été mis en culture dans du lait. Un seul coagula le lait aprés 
sépt jours, avec digestion ultérieure du caillot; les deux autres 
furent sans action. 


3° STREPTOCOQUES D AUTRES ANIMAUX QUE LE CHEVAL. — Nous 
avons utilisé les streptocoques suivants : 
Streptocoque de la vache (mammite). 
— du pore (abces des vertébres). 


— du veau (abcés ganglionnaire). 
— de la poule (isolé dun ceuf). 


Le streptocoque de la vache coagule le lait en vingt-quatre 
heures, avec digestion ultérieure du caillot. 

Celui de la poule coagule aussi le lait en vingt-quatre heures, 
sans digestion du caillot. 

Les streptocoques du pore et du veau sont sans action sur le 
lait. 


4° Srreprocogurs numarins. — Nous avons voulu voir com- 
ment se comportaient des streptocoques provenant de l’homme. 
Nous avons utilisé les souches suivantes : 


Streptocoque provenant d’une otite. 
— d’un abcés du sein. 
- _ d'une pleurésie. 
— _ dune pneumonie. 
— _— d'un liquide céphalo-rachidien. 
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Un seul ne coagule pas le lait: celui du liquide céphalo- 
rachidien; les quatre autres coagulent dans les délais suivants: 


Celui de l’otite en 6 jours avec digestion ultérieure du caillot. 
— du sein en 24 heures sans = = 
— de la pleurésie en 24 h. sans = = 
— dela pneumonie en ‘6 jours avec — — 


Ce que nous savons de l’augmentation de l'acidité des milieux 
dans lesquels on séme du streptocoque permet de penser trés 
vraisemblablement que la coagulation est due a l’acidité, et 
non & une sécrétion de présure. 

En résumé, l’aetion coagulante sur le lait ne peut constituer 
un critérium pour la différenciation des divers streptocoques 
animaux. Il parait toutefois résulter de nos expériences que 


le streptocoque gourmeux ne coagule qu’exceptionnellement 
le lait. 


Action de la chaleur. 


Nous avons recherché les températures mortelles pour ce 
streptocoque, dans les limites de 50 a 100°. 

Pour obtenir la plus grande précision possible, nous avons 
opéré sur de petites ampoules en verre mince, contenant envi- 
ron 0c. c.5 d'une culture de vingt-quatre heures. Ces ampoules 
étaient plongées dans un bain d huile. 

Nous ne donnerons pas le détail des nombreuses expériences 
faites, nous signalerons les températures qui tueni le strepto- 
coque, et le temps nécessaire pour obtenir une action mortelle. 


TEMPERATURES 


TEMPS MORTEL 


50° 90 minutes 
55° 80 Id. 
60° 50 ld. 
65° 4 Id. 
70° ge Tab 
75° Boy lich 
80° 35) eld: 
850 biel! 
900 Zhe Tay 
95° 3 Ode 
100° 14/2 Id. 
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La courbe ci-jointe permet de chercher les temps approxima- 
tifs pour des températures intermédiaires. 


4oo° 


95° 


9a 


80° 


ca 


Gon 


a fo} 
4 D 3 & 


53 


[Ser] 
Temperatures 50° 


Avec une durée moins longue que les temps indiqués, |’ense- 
mencement de l’‘ampoule chauffée donnera une culture plus ou 


moins abondante. 
Ces indications nous paraissent intéressantes a posséder, 
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pour les cas ot l'on a besoin de tuer ou d’atténuer le strepto- 
coque. Le temps de quatre minutes a 65° nous parait particu- 
liéremenl & retenir pour la pratique. 


Variations morphologiques. 


Le streptocoque gourmeux se présente parfois sous des 
formes particuliéres, soit au sortir de l’organisme infecté expé- 
rimentalement, soit par des passages im vivo ou in vitro; il 
subit alors des modifications morphologiques qui le rendent 
méconnaissable. Ces changements rappellent ceux qui ont été 
observés sur les streptocoques humains par Kraskowska et 
Nitsch (1), Vinaver (2), Kermorgant (3). 


1° Au sortir de lorganisme. Sur un cobaye mort de péri- 
tonite streptococcique expérimentale, nous avons trouvé, 
parmi de courtes chainettes, des formes bacillaires assez volu- 
mineuses. I] ne s’agissait pas d’impuretés, puisque le sang mis 
en culture, en bouillon sérum, redonna uniquement les chai- 
nettes habituelles du streptocoque. 

Dans le sang d’un pigeon ayant succombé a une septicémie 
streptococcique consécutive & une injection intraveineuse de 
streptocoque gourmeux, nous avons trouvé presque tous les 
éléments encapsulés, et d’assez nombreuses formes bacillaires, 
différentes de celles observées chez le cobaye, en ce sens que le 
bacille, au lieu d’étre teinté en violet apres un Gram, est coloré 
en rouge aprés l’action consécutive du Ziehl, avec ca et la des 
points violets. 


2° In vitro. Dans les milieux au sang, le streptocoque se 
présente le plus souvent sous la forme de diplocoques ou de 
tres courtes chainettes dont les grains sont beaucoup plus 
petits que ceux observés dans le pus. Ces cocci semblent 
adhérer & la périphérie des globules rouges. 

Aprés plusieurs passages en bouillon sang, le streptocoque 
croit plus abondamment; les chainettes s allongent, on comple 


(4) KRASKOWSKA et Nitscu. Centr. f. Bakt., I, 82, 1918, p. 264. 
(2) KRONGOLD Vinaver. C. R. de la Soc. de Biol., 6 mars 4920. pp. 253. 
(3) Yves Kermorcant. C. R. de la Soc. de Biol., 22 juillet 1922, p. 642. 
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10-12 cocci par chaine ; mais on n’obtient cependant jamais la 
longueur des chaines observées dans les cultures en bouillon 
sérum. 

Les premiers ensemencements d’humeurs d’animanx ayant 
succombé 4 une infection streptococcique donnent parfois des 
formes anormales qui disparaissent dés le second repiquage. 
C’est ainsi que le liquide péritonéal ensemencé sur gélose 
donne dans certains cas, aprés vingt-quatre heures d’étuve, des 
formes bacillaires courtes et épaisses, prenant le Gram, dans 
lesquelles il est impossible de reconnaitre le streptocoque. La 
présence d’une chainette courte de trois-quatre éléments, acco- 
lée & ces bacilles, peut seule faire soupconner la transforma- 
tion subie par le microbe. 

Le premier ensemencement en bouillon sérum d’un liquide 
péritonéal nous a donné des chainettes d’une longueur telle 
qu’elles dépassaient le champ du microscope; elles étaient con- 
stituées par des cocci dont le grand axe, au lieu d’élre perpen- 
diculaire 4 la chaine était, au contraire, dirigé dans le sens de 
celle-ci, simulant un strepto-bacille. 

Dans des cultures faites en amidon, a 5 p. 100, nous avons vu 
que le streptocoque perdait sa forme en chainette pour prendre 
une forme bacillaire. Aprés coloration au Gram, suivie d’une 
coloration de fond, au Zieh] dilué, on apercoit de gros bacilles 
teintés en rouge, d'une couleur plus foncée que le fond a peine 
coloré. A l’intérieur de ces bacilles on voit des points violets 
trés pelits et assez éloignés les uns des aulres. 

Dans un bouillon auquel on ajoute une goulte de solution 
saturée de sulfate de quinine, le streptocoque donne des chat- 
nettes qui sont manifestement en voie de dégénérescence ; on 
le constate par Ja mauvaise coloration du protopJasme qui ne 
prend que trés inégalement le colorant. 


3° In vivo. Dans quelques cas de péritonite expérimentale, 
on trouve, au milieu d’assez longues chainettes, des formes 
bacillaires longues. En examinant ces bacilles, on apergoit des 
crénelures latérales qui correspondent aux différents cocci de la 
chainette, dont le rapprochement et la soudure ont fini par don- 
ner la forme bacillaire; mais, d'autres fois, le bacille est trés net 


et sans crénelures. 
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Les chiinettes du streptocoque peuvent aussi s’accoler les 
unes aux autres, formant ainsi une sorte de ruban festonné. 


Réaction de précipitation. 


Nous avons essayé la réaction de précipitation sur des sérums 
d’animaux hyperimmunisés contre le st!reptocoque gourmeux, 
et sur le sérum d’animaux atteints d’angine ou de pneumonie 
gourmeuse. 

L’antigéne utilisé a été un filtrat de culture de cing jours, en 
bouillon sérum, de slreptocoques de différentes origines, ou 
une émulsion de quinze jours, de streptocoques gourmeux, 
tués par l'alcool-éther, faite & raison de 1 centigramme de 
corps microbiens pour 49 cent. cubes d'eau physiologique & 
9 p. 1.000. Cette émulsion était filtrée sur bougie Chamber- 
land n° 3. 

Nous avons employé les deux techniques habituelles, c’est- 
a-dire mélange intime de l’antigéne et de l’anticorps, ou la 
superposition des deux liquides. On laissait a l’étuve quarante 
minutes, pour faciliter l'apparition du précipité. 

Voici les résultats obtenus (tableau suivant). 

La conclusion & lirer de la lecture de ce trbleau est donc trés 
nette : la réaction de précipitation n’a aucune valeur diagnos - 
lique, puisqu’on \l’oblient avec d'autres streptocoques; et elle 
n’a aucune spécificité, puisqu’on l’obtient aussi avec du sérum 
normal. 


Signe de Marmorek. 


Marmorek a signalé (1) que, si on filtre sur bougie la culture 
d'un streptocoque humain, et que l’on ensemence le filtrat 
obtenu avec une nouvelle trace du m}mestreptocoque, aucune 
cullure ne se développe. Le milieu, devenu impropre & la cul- 
ture du streptocoque, permet cependant le développement 
d’autres microbes tels que staphylocoques, pneumocoques, etc. 
Seul le streptocoque gourmeux fait exception & cette régle, car 


il pousse dans le filtrat streptococcique humain aussi bien 
quun microbe étranger. 


th Marwonex, Sur la fagon dont se ‘comporte le streptocoque dans le 
liquide oti il a poussé. C. R. Soc. de Biol., 1898, p. 1096. 


ach ae 
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| ES SSS ESS RST, PERSIE BA PS SSS ESR EA STS “RTS SIRS EST SSS SAS OE 
SERUM 
de chevaux SERUM 
hyper- SERUM 
SOUCHES immunisés de cheyaux 
contre le normal 
streptocoque gourmeux 
gourmeux 
ee ee eee 
Streptocogues humains: 
PNEUMIONE eee eae e + + + 0 
| WIRES Sea" oo Gado enlee + + ah alle ale le 
@rachats; Setyiie)-\4 } ae ae ath 
Streptocoques gourmeux: 
@ (GEXEINS (5h ic Wo Sat ye Ag ++ 4. dL ate 
B IBOUCHIVE srrte tr a ct tlie ane =. — + 
3 CEM ONO, 6 5 4 a oc BS ++ +--+ ale ty 
as Saint-Varent 2865..... oo sta stat 
a 
| Streptoc. de lymphangites : 
= ANG OS oy Seo tome, Paes Pee + 0 
ay INIGIOVC) BOR STTs Fh bos Eee cee ew 0 0 0 
Streptoc. de divers animaux : 
CRTONE Sey: arsine. (ies fir. -|- 0 0 
WACK Ctl tree CRs cok o -- + 
RZOULE REE Ge ke 0 0 0 
SEONG ects cee c8 cy bey sk + + + 
IPOS Ale MoM eerie ny) 0 0 
Emulsion filtrée de streptocoque 
gourmeux alcool-éther: ( 
(CEVA OUIKO RASS. | Sea Ate Boas Den ee 
Waar sis tle ate oe ie iy a ioe 


Le sigue + signifie : précipitation nette, mais peu abondante. 
Le signe + + signifie : précipitation rette et abondante. 


Nous avons recherché si cette constatation du « signe de 
Marmorek » (1) s’appliquait également aux divers strepto- 
coques des animaux; autrement dit, si le fillrat d’une culture de 
streplocoque était inapte a permettre le développement du 
‘germe correspondant. Dans ce but, nous avons filtré le 
méme jour, sur bougie Chamberland, les cultures des strep- 
tocoques ci-aprés (cultures de méme age, faites dans les mémes 
conditions) : 


(1) Besreoxa, Existe-t-il un ou plusieurs slreptocoques? Bull. de l'Institut 
Pasleur, 30 acut 1904, p. 657. 
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5 streptocoques gourmeux. 

2 = de cheyal (non gourmeux). 
humains. 

_ de la poule. 

de la vache. 

-- du veau. 


| 


Eee 
| 


Nous avons constaté que certains streptocoques gourmeux se 
développent dans les filtrats correspondants, alors que d’autres 
ne s’y développent pas et que certains slreptocoques humains 
poussent dans des filtrats gourmeux, tandis que d'autres n'y 
poussent pas. 

Voici comment se comportent, dans l’ensemble, les diffé- 
rents streptocoques : 


Srreprocogurs GouRMEUx. — Le streplocoque ayant fourni le 
filtrat ne se développe pas dans celui-ci; mais, un autre strep- 
tocoque gourmeux peut y pousser. Les streptocoques du cheval, 
autres que les gourmeus, s'y développent tous. Deux sur trois 
des streptocoques humains n’y poussent pas; la troisiéme 
souche y pousse. Les streptocoques de la vache, de la poule et 
du veau s’y développent. 


STREPTOCOQUES DU CHEVAL AUIRES QUE LES GOLRMEUX. — Deux 
sur trois ne poussent pas dans le fillrat homologue; le troi- 
siéme y pousse. Deux seulement des gourmeux y poussent, les 
trois autres ne poussent pas. Deux humains poussent, le troi- 


siéme ne pousse pas. Ceux de la vache, de Ja poule et du veau 
y poussent. 


_ Srreerocogues Humains. — Deux sur trois ne poussent pas 
dans le filtrat homologue. Quatre gourmeux sur cing n’y pous- 
sent pas, le cinquiéme se développe. Les streptocoques du che- 
val, non gourmeux, poussent tous. Ceux de la vache, de la 
poule et du veau s’y développent. 


STREPTOCOQUE DE LA PoULE. — L’homologue ne pousse pas dans 
le filtrat. Quatre gourmeux sur cing y cultivent. Les trois 


humains, ceux de la vache et du veau s’y développent. 


STREPTOCOQUE DE LA MAMMITE DE LA vacuE. — Le streptocoque 
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homologue ne pousse pas, alors que tous les autres y pous- 
sent. 


STREPTOCOQUE DU veAUu. — JI se conduit comme celui de la 
mammile. 

La lecture de ce court exposé montre bien qu'il est impos- 
sible de conclure quoi que ce soit au point de vue spécificité 
des streptocogues, et que le sigae de Marmorek n’a pas de 
valeur pour les différencier. Bien plus, un de nos streptocoques 
humains ayant poussé dans le filtrat homologue, on peut se 
demander si ce signe est toujours applicable, méme limité aux 
streptocoques de homme. 


Vitalité dans le pus. 


Pour rechercher la durée de la conservation de la vitalité du 
___ streptocoque dans le pus gourmeux, nous ayons procédé de la 
_ fagon suivante : du pus en couche mince était déposé au fond 
d’un certain nombre de tubes & essai stérilisés, et la moitié de 
ceux-ci étaient placés 4 la lumiére, l’autre moitié 4 l’obscurité. 
Tous les huit jours, un tube de chaque série recevait 10 cent. 
cubes de bouillon sérum, et les deux tubes étaient alors placés 
a l’étuve. 
Nos expériences ont porté sur six pus d’abcés gourmeux de 
ganglions sous-glossiens purement recueillis. 
' Voici les résultats : 


DISPARITION DE LA VITALITE 


1.254 1.269 4.265 Mignon Macon Tarbes 


jours jours jours jours jours jours 


A la lumiére . -| 402 : : 357 


A lVobscurité . . 7 155 


La disparition de la vitalité & la lumiére se fait done aprés 
quatre-vingts jours, soit deux mois et demi, en moyenne; et a 
Yobscurité, apres cent soixante-douze jours, soit cinq mois 
et demi. 
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Suivant les conditions il peut done y avoir des écarts qui 
varient de 1 4 3,5. Cette notion peut avoir un intérét dans la 
pratique des désinfeclions. 


Conservation de la vitalité en cultures. 


Pour conserver nos streptocoques, nous faisons des cultures 
en bouillon Martin, additionné de un quart de sang de cheval 
défibriné. Aprés vingt-quatre heures d’étuve & 37°, la culture 
est mise en ampoules scellées. Ce sont ces ampoules, conser- 
vées & la température du laboratoire, qui ont été réensemen- 
cées & des époques variables en bouillon sérum de cheval. 

Voici les résultats avec un certain nombre de streplocoques : 


racues DUREE CULT ERE 
de conservation en bouilion-:érum 
mois 

Carpanos50 0. a 441 Culture aprés 24 heures. 
SiGaees | Popa ge eae 7 Id elle 
Ribaut Macon. . . 42 Id. 3 jours. 
BS AEeso JEN Lia 12 Id. 3 ind. 
Bonnavois 730. . . 42 Id. wields 
SéGalar2eee a ene 17 Id. Py IGE 
BonngG92 ee 16 Id. 2h stds 
Maconely) i's = ‘ 14 Id. 2 Id. (maigre). 
Sauteur Macon . . 14 Td. 2% heures. 
Hop TNs 5 5 A oc 16 Id. 24 1de 
Eelairenrey sy 14 Id. 2 jours (maigre). 
IBXONTN TR 4 16 Id. 24 heures. 
JBYOVANDL TVA GS bow oe V4 Id. PA AGE 
ACRE TOM <a aeee 45 Pas de cullure. 
Macony953 =e 16 


Cullure apres 3 jours. 


On voit que l'un des streplocoques n’a pas poussé apres 
quinze mois de conservation ; que deux aulres, aprés quatorze 
mois, ont poussé assez maigrement; et que d’autres, apres seize 
et dix-sept mois, ont encore poussé. Cela indique bien que nous 
scmuiues dans les limites extrémes de la conservation, et nous 
pouvons indiquer le chiffre de dix-sept mois comme durée 
moyenne extréme de la conservation du streptocoque gour- 
meux, dans les conditions ot nous l'avons placé. 


ii a a 
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Nous avons laissé ces cultures & la température du labora- 


toire pour nous mettre dans les mémes conditions d’examen que 
pour le pus. 


Action des antiseptiques. 


Pour cette étude nous avons utilisé exclusivement le bouillon 
Martin en raison des précipités que beaucoup d’antiseptiques 
donnent avec le bouillon sérum. Nous avons recherché, pour 
chacun des antiseptiques, la dose empéchante et la dose stéri- 
lisante; dans le premier cas, il était dilué dans le milieu, avant 
lensemencement; dans le second, il était ajouté & une culture 
de vingt-quatre heures. Le contréle fut fait aprés vingt-quatre 
heures d'action, par deux ensemencements, l’un sur gélose, 
Yautre sur bouillon Martin. Nous nous sommes apercus, en 
effet, qu'un streptocoque alténué par l’antiseptique donne assez 
fréquemment des colonies sur gélose, alors qu’il ne pousse pas 
en bouillon Martin. Malgré Vemploi du bouillon Martin, cer- 
tains antiseptiques donnent un précipité méme aux dilutions 
employées; nous les signalerons au passage. 

Nous donnons sous forme de tableau, facile & consulter, le 
résultat de ces recherches. 

On voit done que parmi les antiseptiques dont l’usage peut 
étre recommandé dans la pralique des désinfections, le lysol et 
le crésylol sodigue liquide viennent en premiére ligne. Deux 
des colorants violets sont au point de vue antiseptique trés 
intéressants, mais leur usage dans la désinfection est limité 
par Jeur pouvoir colorant qui peut présenter des inconvénientls. 
Le chlorure de zine voit aussi son emploi limité par suite des 
coagulalions qu'il produit; dans Ja pratique des jetages a strep- 
tocoques risqueraient de n’étre pas stérilisés par suite de l’enro- 
bement des microbes dans une couche albumineuse coagulée. 
Les sels de mercure habituellement employés, sublimé et oxy- 
cyanure, ne méritent peut-étre pas la confiance qu'on leur 
accorde au point de vue qui nous occupe. 


ACTION DES SELS DE QUININE. — Eliava et Pozerski (1) ont 
signalé le pouvoir antiseplique des sels de quinine sur le bacté- 


(1) Extava et Pozerskr, De l'action destructive des sels de quinine sur le 
baclériophage de d’Hérelle. C. R. de la Soc. de Biol., 85, 25 juin 1921, p. 139. 


74 
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a 


DOSE 
ANTISEPTIQUE ee apes ae OBSERVATIONS 
le déve- stérilisante 
loppement 
ee 
Cristal violet 2 = =~" 1 p. 100.000)1 p. 8.000 » 
Chlorure de zine . . .|/1 p. 100.000/4 p. 90.000 |Précipité. 
Lasol.es ots) 5" -aat: { p. 90.000)1 p. 70.000 » 
Crésylol sodique . . ./1 p. 90.000/4 p. 60.000 » 
Violet de gentiane . ./1 p. 90.000/1 p. 10.000 » 
Sublimé corrosif . . .|4 p. 59.000/1 p. 58.000 |A 4 pour 70.000 retarde la | 
culture de 24 heures. 
Oxycyanure de HG.. .|{ p. 35.000}/1 p. 35.000 » 
Bleu de méthyléne . .j/1 p. 24.000/1 p. 9.000 » 
Vert de méthvle . . ./{ p. 20.000/1 p. 4.600 » 
Sulfate de cuivre. . .j1 p. 8.000) p. 2.000 |/Précipité bleu 
Morimgl <= 7 ee Lp. 4.000/1 p. 3.000 » 
Naphtol.... ... .ji p. 4.000/f p. 3.500 » 
Formiate de quinine. ./f p. 4.800/1 p. 1.500 » 
Thymel=o.02, 5 $43) Lp. 4.500)4 p. 41.500 » 
Galatea ee. creas Ie pe 500|1 p. 180 » 
Acide salicylique . . -ji p. 500/t p. 450 |A 1 pour 600 retarde la cul- 
ture de 3 jours. 
Eau de Javel . . . .,<ji p. 500/1 p. 425 |Titrant 19°48 chloromeétri- 
ques. 
Permanganate de k. .|t p. 450]1 p. 200 » 
Acide picrique . .. .{l p. 3901 p. 370. {A 1 pour 1.000 retarde la 
culture de 3 jours. 
Acide phénique. . . .|l p. 350|1 p. 200 |Phénol cristallisé du Ser- 
vice de Santé. 
Acide borique. .... # ip. 300{1 p. 30 » 
Sulfate ferreux . . . .|4 p. 300/41 p. 300 |Précipité. 
Solution de Lugol. . ./1 p. 100/41 p 50 » 
Chlorure de sodium. .|{ p. 20)1 p. 45 » 
Solution de Gram. . .|1 p. 8|1 p. 8 |A 1 pour 10 retarcde la cul- 
ture de 24 heures. 


rlophage et constaté ce fait curieux que le bactériophage, 
pourtant résistant aux antiseptiques habituels, est tué en 


trente minutes dans une solution & 3 p. 100 d'un sel neutre 


de quinine, et en quelques heures dans une solution A 
Ip. 100. 


Nous ayons essayé cette méthode pour éliminer le bactério- 


phage d'une cullure mixte dans laquelle on le supposait 
mélangé au streptocoque, et nous avons constaté que l’ense- 
mencement sur gélose de cette culture mixte, apres action de 
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la quinine, ne donnait lieu & aucun développement; la quinine 
avait empéché toute culture. 

Nous avons alors recherché Vaction de différents sels de’ 
quinine sur la culture du streptocoque. Voici ces sels, leur 
teneur en quinine et leur solubilité : 


TENEUR EN QUININE (1) SOLUBILITE 


pour 100 
Chlorhydrate . as i 4 


Bromhydrate ... . ; 12D 
Formiate es 
Sultiater... 


Bisulfate .. . 


Nous avons fait, pour tous ces sels, des solutions & 1 p. 100 
dans l'eau distillée et nous avons réparti la solution avec une 
pipette graduée & XX gouttes au centimétre cube. Dans ces con- 
ditions II gouttes de la solution a1 p. 100 contiennent 4 milli- 
gramme de sel. Le streptocoque a été semé dans des tubes 

‘contenant chacun 8 cent. cubes de bouillon et 2 cent. cubes de 
sérum ; et & chacun des tubes on a ajouté un nombre variable 
de gouttes de la solution du sel de quinine. 

Les deux tableaux suivants donnent les résultats obtenus : 

On voit done que le sel le plus intéressant au point de vue 
antiseptique est le formiate, puis ensuile le sulfate. Le formiate 
empéche la culture a la dose de 10 milligrammes par 10 cent. 
cubes, ce qui correspond a une solution du sel 4 1 p. 1.000. 

Nous avons alors recherché si l’action des sels de quinine se 
manifestait également 2m vivo, vis-d-vis du streptocoque. II 
nous a fallu établir d’abord la dose toxique du formiate de qui- 
nine sur les petits animaux. 

L’action toxique des sels de quinine a été netlement établie 
pour le chien (2), le lapin, le pigeon et la grenouille (3), mais 


(1) Chiffres tirés des Bulletins ef Mémoires de la Société thérapeutique, 1895, 
. bet. es) Tae 
Pas Poza et Crerc, Toxicité de la quinine chez le chien. C. R. de la Soc. de 


iol., 1919, p. 1129. 
ie i. eae Doses minima mortelles du chlorhydrate ou bromhydrate 


neutre de quinine pour certains verlébrés. C. R. de la Soc. de Biol., 1902, 
p. 1128 et 1393. ; 
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nous n’ayons trouvé aucun renseignement pour le cobaye et le 
rat blanc. 


Toxicité DU FORMIATE DE QUININE POUR LR RAT ET LE COBAYE. 
Rat. — Nous avons recherché la dose toxique sous la peau et 
dans la plévre. Sous la peau, la dose minimum mortelle est de 
10 centigrammes pour 100 grammes de poids vif; dans la 
pléevre, elle est de 0 centigr. 6 pour 100 grammes de poids vif. 

Les symptémes de V’intoxication sont les mémes que pour 
le cobaye; nous les décrirons ci-dessous. 

Cobaye. — Nous avons cherché la dose toxique sous la peau 
et en injeclion intrapéritonéale, car c’est. par cette voie que la 
majorité des streptocoques gourmeux tuent le cobaye. Sous la 
peau, la dose mortelle minimum est de 3 centigrammes pour 
100 grammes de cobaye. Les symptomes observés sont les sui- 
vants : incoordination des mouvements (ivresse quininique), 
frissons, bonds en avant, polypnée, chute sur le coté et mort en 
huit & dix minutes avec des dosesde 7 4 8 centigrammes pour 
100 grammes de poids vif; avec des doses moindres, aprés une 
période d’excitation, survient une période de somnolence. 

Dans le péritoine, la dose minimum mortelle estde1 centigr. 6 
pour 100 grammes d’animal. Les signes de l’intoxication sont 
les mémes que par la voie sous-cutanée. 


ACTION DE LA QUININE SUR L'INFECTION STREPTOCOCCIQUE DU RAT 
pcanc. — Le bouillon sérum se montrant parfois toxique pour 
le rat, par la voie intrapleurale (mode d’inoculation que nous 
avions adopté pour vaincre plus stirement la résistance de cet 
animal au streptocoque), il nous fallut recourir aux cultures 
sur gélose émulsionnées dans l’eau physiologique, et chercher 
la dose minimum mortelle. Un cinquiéme de centimétre cube 
d’une émulsion d'une culture sur gélose agée de vingt-quatre 
heures dans 10 cent. cubes d’eau physiologique améne la mort 
dun rat blanc de 90 grammes en cing jours, par injection 
intrapleurale. Un quart de centimétre cube de la méme émul- 
sion injectée par la méme voie tue un rat de 100 grammes en 
douze & quinze heures. C’est cette derniére dose que nous 
avons pris comme dose mortelle. 

Les injections de formiate de quinine faites & distance de 
Vinjection virulente, soit une heure avant, soit en méme temps, 
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soit une heure apres, n’ont pas protégé les animaux; ceux-ci 
sont morts comme les lémoins. 

Nous avons alors cherché l’aclion, sur le méme animal, du 
mélange de l’émulsion streptococcique et de la solution de for- 
miate de quinine 4 1 p. 100. Un quart de centimétre cube de 
l'émulsion est additionné de 1/2 centigramme de formiate de 
quinine, et le mélange est injecté lentement dans la plevre du 
rat, soit immédiatement, soit apres une demi-heure, une heure 
ou une heure et demie de contact. Voici les résultats obtenus : 


EXPERIENCES 


i! 2 3 4 5 
Témoin (1/4. c. émul-| Mort Mort Mort Mort Mort 
sion dans la plévre). | en 20h. | en 20 h. | en23h. | en 18 h. | en 24 h. 
Mélange injecté de} Mort » » » » 
suite. ; en 12h. 
Aprés 1/2 heure de con-| Résiste. Mort Mort » } Résiste. 
tact. en 38 h. | en 12 j. Résiste. 
Aprés 1 heure de con- » Mort Mort » » 
tact. en. Sy]: en 6 j. 
Aprés 1h. 30 de con- Mort » 
tact. » y ” en j.42: 
Mort 
en: 2) f4/2: 


On voit done que l'injection du mélange retarde ou empéche 
la mort des animaux; il faut un contact minimum de une demi- 
heure pour modifier Ja virulence du streptocoque. La prolon- 
galion du temps de contact n’a pas paru avoir une influence 
nette dans les conditions de Vexpérience. Ces expériences 
étaient déja faites lorsque nous avons trouvé une souche de 
streptocoque gourmeux tuant le rat blanc par injection sous- 
cutanée. La dose mortelle étant de 1/4 de centimetre cube pour 
un rat du poids de 70 & 80 grammes, nous avons injecté cette 
dose & des animaux, apres l’avoir laissée en contact une demi- 
heure avec 1/2 cenligramme de formiate de quinine. Dans ces 
conditions, les: rats injectés survivent, alors que tous les 
témoins meurent en vingt-quatre heures. 
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ACTION DE LA QUININE SUR L'INFECTION STREPTOCOCCIQUE DU COBAYE. 
— Nous avons injecté au cobaye, soit la veille, soit en méme 
temps, & distance de l’injection virulente, la dose de 1 centi- 
gramme de formiate de quinine pour 100 grammes d’animal et 
une dose mortelle de streptucoque. Les animaux injectés sont 
morts comme les témoins, 

Donc, comme pour le rat, Pinjection & distance du sel de 
quinine n’a pas d’influence sur la marche de l’infection. 

Nous avons alors opéré par mélange comme précédemment, 
aux doses ci-aprés : 


1° 5 cent. cubes de culture avec 5 centigrammes de formiate de quinine 
pour l’épreuve sous-cutanée ; 

2° 1/2 cent. cube de culture avec 1/2 centigramme de sel pour l’épreuve 
intrapéritonéale. 

La durée du contact a été de une heure dans les deux cas. 


Voici les résultats : 


* 


ra 


Epreuve sous-cutanée. 


1° Cobaye de 295 grammes recoil. 5 cent. cubes de culture, 


plus 5 centigrammes de quinine. ......... Résiste. 
2° Cobaye de 340 grammes recoit 5 cent. cubes de culture, 
plus 5 centigrammes de quinine ....... Résiste. 


3° Cobaye'de 350 grammes recoit 5 cent. cubes de eiicare Mort en 18 heures. 


Epreuve inirapéritonéale. 


4° Cobaye de 390 grammes recoit 1/2 cent. cube de cul- 


tune, plus 1/2 cent. cube de, quinine {oe .c-ijs .. Résiste. 
2° Cobaye de 320 grammes recoit 1/2 cent. cube de cul- 
ture, plus 1/2 cent. cube de quinine... ... Résiste. 
3° Cebaye de 300 grammes regoit 1/4 de cent. cube ae 
CUNT Ce wart wai uae to cing ee ml stare es cep eas) se) ei es Mort en 18 heures. 


La virulence d’une culture de streptocoque est done détruite 
par un contact assez prolongé avec le formiate de quinine. 

On peut nous objecter qu'un autre antiseptique mélangé 
dans les mémes conditions avec le streptocoque pourrait en 
détruire la virulence, aussi bien que le fait le formiate de qui- 
nine; mais ce dernier est un médicament d’usage courant, que 
on peut administrer aux animaux, a doses relativement éle- 
vées, ce que nous ne pourrions pas faire avec la plupart des 
antiseptiques. Les sels de quinine sont d’un emploi constant, 
ils sont faciles & manipuler, sont d’un prix abordable et d'une 
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faible toxicilé; c’est ce qui nous a décidés a entreprendre cette 
étude. On voit, d’aprés le tableau donné au début, que le sulfate 
a des propriétés voisines, au point de vue de son action sur le 
streptocoque, de celles du formiate; il est done possible de 
remplacer le formiate par le sulfate si quelque raison faisait 
délaisser le formiate de quinine. 

Une autre objection qui pourrait étre faite, tient 4 ce que le 
médicament n’agit pas & distance. Chez le cheval, nous con- 
naissons des affections pulmonaires graves, dues au strepto- 


coque, notamment des pneumonies dans lesquelles on pourrait 


d’autant plus facilement expérimenter l’action de la quinine 
par contact, que l’on conseille d’utiliser chez ces animaux la 
voie trachéale pour l’administration de la quinine. 

C'est, d'apreés Kaufmann (1), le procédé de choix: « La 
muqueuse respiratoire jouit d'une tolérance assez grande pour 
que l’on puisse obtenir, sans accidents, une absorption rapide. 
Pour éviter tout danger, on injecte avec une trés grande len- 
teur des solutions faibles dans la trachée. Ce mode d’adminis- 
tration est & recommander; il est préférable& l’absorption diges- 
live et sous-cutanée. Par cette voie, labsorption étant rapide, 
les effets généraux sont nets et prompts. » D’aprés Lévy, cité 
par le méme auteur, on donne, chez le cheval, des doses qui 
varient de 10 a 50 centigrammes dissous dans 6 4 10 grammes 
d’eau distillée. 

Il nous semble qu'il serait intéressant de transporter ces 
résultats de laboratoire dans la pratique et de voir si l'on peut 
agic directement par contact dans les infections & streptocoque 
gourmeux des voies respiratoires. 


(1) Kaurminn. Trailé de thérapeutique ‘et de matitre médicale vétérinaire s, 
3° édition, p. 5412. 


{(Institut Pasteur et Laboratoire militaire de Recherches vélérinaires.) 


———————— 


RECHERCHES EXPERIMENTALES 
SUR LA FIEVRE APHTEUSE 


par D. MEZINCESCU, V. BARONI et I. CALINESCU. 


Les recherches sur la fiévre aphteuse faisant l’objet de ce 
mémoire ont été faites de décembre 1913 & juin 1914 au labo- 
ratoire d’hygiéne de Galatz. 

N’ayant plus lespoir de les reprendre dans des conditions 
aussi favorables qu’alors, nous donnons ci-dessous un résumé 
de nos expériences, bien qu’elles soient incomplétes et qu’elles 
ne représentent parfois que des expériences préliminaires. 

Nous croyons utile de mentionner que toutes nos expériences 
ont été effectuées dans des conditions réduisant au minimum 
les chances de contamination accidentelle. Les animaux étaient 
isolés dans des piéces séparées, spécialement aménagées ; 
d@ailleurs, sur plus de 100 animaux sensibles inoculés, bovidés 
et porcs, nous n’avons pas eu d'infection d’étables. Les ani- 
maux neufs provenaient de localités strement non contaminées 
et subissaient une période d’observation suffisante avant d’étre 
utilisés. L’épizootie qui n’avait plus sévi dans cette contrée 
depuis plusieurs années était 4 peine a son début, de sorte que 
nos recherches ont pu étre réalisées dans des conditions d’expé- 
rimentation excellentes. 


I. — Essai de culture du virus. 


Premiere série. — 2 cent. cubes de lymphe aphteuse diluée au 1/10 sont 
ensemencés aprés filtration sur bougie Berkefeld dans du sérum de boeuf 
chauffé. Le virus est particulitrement virulent : quelques gouttes du liquide 
filtré donnent la maladie a un veau en injection intragingivale. Tous les tubes 
restent stériles, qu’il s'agisse du sérum liquide ou semi-coagulé ou bien des 
tubes auxquels on a ajouté des morceaux d’organes de veau ou d’embryon 
de cobaye. Aprés sept jours d’étuve a 57° on fait des passages sur des 
milieux de culture identiques. Des premiers tubes on fait des inoculations 
a six génisses (sous les gencives) qui restent indemnes. A l’examen sur fond 
noir aucune différence entre les tubes ensemencés et les tubes de contréle. 


- 
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Druxtime sirie. — 27 décembre 1913. On filtre par le Berkefeld 2 cent. cubes 
de lymphe aphteuse fraiche diluée avec 10 cent. cubes d’eau et on ense- 
mence dans du sérum de beuf chauffé a 70° auquel on a ajouté des organes 
de yeau : tous les tubes restent stériles. La lymphe s'est montrée viru- 
lente. 


Trorstime sir. — La méme expérience est répétée le 10 janvier 1914. Du 
filtral virulent pour les animaux témoins, ensemencé sur les milieux de cul- 
ture les plus variés, est rendu non virulent par simple séjour a 37° pendant 
huit jours. Les résultats sont les mémes pour les cultures faites en condi- 
tions d’anaérobiose compléte. Sur 27 animaux inoculés (vaches et génisses), 
aucun ne fait la maladie. Chaque animal recevait quelques gouttes du con- 
tenu des tubes de cette série (sérum chauffé et non chauffé, bouillon, gélose, 
milieu de Hata, Marchoux, Noguchi, gélose glucosée). Nous avons fait des 
passages de ces tubes sur milieux identiques et ie contenu de cetle deuxiéme 
série, inoculé a des bovidés, n’a pas été capable de leur conférer la maladie. 
Du reste, on n’a pas observé de changement macroscopique pendant deux 
mois d’observation. 


QuarrRIbME sire. — 19 janvier 1914. Une nouvelle série de 24 milieux de 
culture est ensemencée avec de la lymphe aphteuse filtrée, pour la plupart 
en conditions d’anaérobiose. Les résultats sont les mémes. Aprés un séjour 
a l’étuve (37°) de trois jours seulement, sur 13 vaches inoculées, aucune ne 
présente ni fiévre, ni aucun autre symptome. Deux porcelets ne présentent 
qu’une légére ascension thermique. 


CinquiéME série. — 16 mai 1914. Une forte émulsion de membranes aphteuses 
broyées est filtrée sur bougie Berkefeld. Le filltrat est enrsemencé sur tubes 
au milieu N. N. N. L’'eau de condensation de 4 tubes est inoculée le 44 juin 
par voie intraveineuse 4 une génisse. L’animal présente une ascension ther- 
mique le soir de l'injection. Aprés trois jours d’incubation, il fait une maladie 
typique avec lésions buccales prononcées. 


En résumé, le virus aphteux, qu’il s'agisse de lymphe ou 
de membranes buccales broyées, filtrées sur bougies Berkefeld, 
ne donne aucune culture appréciable, aprés ensemencement 
sur différents milieux en condition d’aérobiose ou d’anaéro- 
biose. Aprés trois.et sept jours d’incubation & 37°, le contenu 
des tubes n’est plus virulent. Dans le milieu N. N. N., l'eau 


de condensation est encore virulente aprés vingt deux jours de 
séjour & 22°. 


Il. — Essai de culture en sacs de collodium. 


1° Un sac de collodion rempli d'un mélange de lymphe aphteuse filtrée et 
de sérum de veau chauffé est introduit dans la cavilé péritonéale du por- 
celet n° 48. Un animal de controle inoculé au méme virus fait une maladie 
lypique. Le porcelet porteur du sac est sacrifié apres. quatre jours; le 
contenu du sac est inoculé par voie intraveineuse A un veau. L’animal reste 
indemne, sauf une légére ascension thermique le soir de linjection ; 
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2° Un sac de collodion rempli d’un mélange de lymphe aphteuse filtrée 
et de sérum de poule chauffé est introduit dans la cavité péritonéale d'une 
poule. Le contenu du sac, inoculé quatre jours aprés 4 un veau, ne s’est pas 
montré virulent. Un animal de controle (veau), ayant regu le mélange, fait 
une fiévre aphteuse typique ; 

3° Des sacs de collodion sont introduits le 2 février 1914 dans le péritoine 
de deux lapins ; les sacs étaient remplis de bouillon Martin et largement 
ensemencés avec du virus aphteux filtré par bougie Berkefeld. Le 7 février 
on injecte le contenu des sacs a la génisse n° 14. L’animal fait de Ja tempé- 
rature pendant quelques jours, mais ne présente aucun autre symptome. 


Le virus aphteux est done détruit en sacs de collodion, intro- 
duit dans le péritoine du porcelet et de la poule, en moins de 
quatre jours. Chez le lapin, il ne donne plus de maladie typique 
aprés deux jours. 


Ill. — Essai de culture en bougies poreuses. 


Nous avons imaginé la technique suivante pour voir si, dans 
ces conditions, il ne se produirait pas une culture du virus : 
on remplit des bougies Chamberland stérilisées avec un 
mélange de lymphe aphteuse, fillrée au préalable par le Ber- 
kefeld, avee du bouillon Martin. Aprés obturation avec un bou- 
chon de caoutchouc qui est encore recouvert de collodion, 
pour assurer la fermeture parfaite, on introduit ce sysléme 
dans la cavité péritonéale des animaux avec les plus grandes 
précautions d’asepsie. Nous essayames cette culture en bougies 
chez le lapin et chez le veau. 


Jo Chez le lapin, le virus aphteux contenu dans la bougie est absolument 
dépourvu de loute virulence aprés quarante-huit heures de séjour dans. le 
péritoine. L’essai de la virulence a été fait sur le veau. 

20 Chez le veau, animal porteur de la bougie contenant le virus fait une 
maladie extrémement sévére, avec lésions buccales et digitales, apres une 
période dincubation trés courte (deux jours). Le contenu de la bougie, apres 
huit jours de séjour dans le péritoine, est franchement opalescent : les ense- 
mencements restent stériles et aucun microbe ne peut étre mis en évidence 
dans les frottis. Une nouvelle bougie, ensemencée avec le contenu de la pré- 
cédente, est introduite dans le péritoine d’un animal neuf (génisse 17). L’ani- 
mal fait une maladie tout aussi sévére. Donec la maladie est transmissible 
par le passage en série dans les bougies. Peut-étre ce procédé pourrait-il 
servir a récoller une quanlité plus considérable de virus. 


Tl est possible qu’a l’abri relatif de la paroi poreuse le virus 
se multiplic réellement & lintérieur de la bougie, mais son 
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passage & travers la bougie s’opérant trés vile, V’animal s‘infecte 
aussilot. {1 serait intéressant d’essayer de produire des cul- 
tures semblables sur des animaux immunisés. 


IV. — Recherches d'anticorps chez les animaux immunisés. 


Nous avons cherché la présence d’anticorps capables de fixer 
Valexine dans le sérum d’animaux immunisés par une atteinte 
antérieure de fiévre aphteuse. fl est & remarquer que le pouvoir 
anlicomplémentaire de la lymphe aphteuse nécessite l'emploi 
de quantités assez peliles d’antigene (moins de 0 c.c. 05). Les 
expériences réalisées d'aprés la technique de Bordet et Gengou 
ont généralement donné des résullats négatifs. Avec un 
sérum d’un animal fortement immunisé par plusieurs injec- 
tions de lymphe aphteuse, nous n’avons pas pu déceler nette- 
ment la présence d’anticorps lytiques. 


V. — Atténuation du virus par passage sur lapins. 


Nous avons fait un grand nombre d inoculations de virus sur 
lapins. Nous tenons. cet animal pour tout & fait réfractaire au 
virus de la fiévre aphteuse. Les inoculations intracérébrales, 
intraveineuses, intratesticulaires et dans la chambre antérieure 
de l’ceil ont toujours donné des résultats négatifs. Nous vou- 
drions cependant citer quelques -unes de nos expériences d‘ino- 
culation de virus aphteux dans la chambre antérieure de l’eeil, 


en relation avec l’alténualion de ce virus par passage sur 
lapins. 


Trois lapins regoivent dans la chambre antérieure de l’ceil droit quelques 


gouttes de sang défibriné recueilli en pleine maladie chez une génisse. Deux 
génisses, inoculées le méme jour par voie sous-cutanée avec le méme maté- 
riel, font une maladie typique aprés une dizaine de jours d’incubation. Les 
lapins inoculés présentent dés le lendemain une forte congestion de la con- 
jonclive et de liris avec un exsudat fibrineux dans la chambre antérieure de 
loeil. Cette réaction a été observée avec la méme intensité chez les lapins 
témoins qui avaient recu dans la chambre antérieure de I'ceil du sang défi- 
briné de boeuf normal. Elle n'est donc nullement spécifique au virus aphteux. 
Aprés trois jours, du liquide de la chambre antérieure de l'ail du lapin 444 
est inoculé dans la chambre antérieure d'un lapin neuf 418. Forte réaction 
locale. Quelques gouttes du liquide de la chambre antérieure de ce dernier 
lapin sont inoculées par voie sous-gingivale a la génisse n° 31. L’inoculation 
nest suivie d’aucun phénoméne maladif, mais cet animal, réinoculé une 
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semaine plus tard avec de la lymphe aphleuse, se montre nettement réfrac- 
taire 4 l'infection. Cetle expérience nous permet de supposer que le virus, 
aprés deux passages par l’ceil du lapin, sans s’étre complétement détruit, a 
subi une forte atlénuation. 


Mémes résultats aprés inoculation de lymphe aphteuse filtrée 
par Berkefeld dans la chambre antéricure du lapin. 


VI. — Transmission de la fiévre aphteuse par inoculation 
intra-oculaire chez les animaux sensibles. 


Expénrence I. — La génisse 8 recoit le 13 janvier 0 c.c. 5 de lymphe aphteuse 
filtrée par bougie Berkefeld. Le lendemain on observe une congestion intense 
conjonclivale, larmoiement; le liquide de la chambre antérieure est trouble; . 
un jour plus tard Ja moitié inférieure de la chambre antérieure de lil est 
occupée par un exsudat blanchatre; température, 41°, salivation abondante. 
Le 16 janvier, on observe de nombreuses ¢rosions aux commissures buccales. 
Le 17, que!ques gouttes du liquide de Ja chambre antérieure de l’ceil sont 
inoculées par voie intragingivale aux‘porcelets n°s 51, 52. Tous les deux font 
une maladie apres une incubation de cing jours. Le 20 janvier, la génisse 8 
recoit une nouvelle injection de lymphe aphteuse filtrée dans la chambre 
antérieure de l’autre ceil. Elle présente une nouvelle ascension thermique 
non suivie d’autres symptomes. 


Expérience Il. — Le 20 janvier, on injecte quelques gouttes de lymphe 
aphteuse filtrée par Berkefeld dans ja chambre antérieure droite de Ja 
génisse n° 10. Réaction de l’eil parfaitement identique a celle de la génisse 
n° 8. Le 23 janvier, température 42°, aphtes buccales, évolution typique de 
la maladie. 


En résumé, le virus aphteux, inoculé dans la chambre anté- 
rieure de l’ceil chez les bovidés, donne une maladie trés sévére 
apres une incubation plus courte que par tous les autres moyens 
d’inoculation et confére une immunité solide. 


VII. — Virulence des sérosités des vésicatoires. 


Nous nous sommes proposé d’établir si le liquide des vési- 
catoires, obtenus chez les animaux en pleine maladie, possédait 
quelque virulence. Comme les vésicants habituels ne donnaient 
que des résultats imparfaits, nous avons eu recours aux brt- 
lures produites par un morceau de fer chauffé. De cette maniere 
on oblenait facilement de grosses vésicules, 


Expériencr. — La génisse n° 10, malade de fiévre aphteuse avec 40°, est 
eautérisée au fer chaud sur la peau dorsale préalablement rasée. La sérosité 


1062 ANNALES DE LINSTITUT PASTEUR | 


des ampoules obtenues est inoculée au veau n° 41. Six jours plus tard, ce 
dernier fait une fiévre aphteuse et on lui applique le méme traitement. Le 
liquide des vésicatoires obtenu chez ce dernier est inoculé par voie intra- 
veineuse au veau n° 29. Il fait quelques jours plus tard une fiévre modérée, 
mais sans lésions typiques. Cependant il s’est montré réfractaire a une 
nouvelle injection de lymphe aphteuse non filtrée. 


En conclusion, le liquide transsudé dans des ampoules obte- 
nues par brdlure de la peau, chez les animaux en pleine évolu- 
tion de la fiévre aphteuse, contient du virus actif. 

Chose curieuse, par l’expérience contraire, c’est-a-dire en 
inoculant de la lymphe aphteuse dans les ampoules obtenues 
chez un veau neuf, on n’obtient pas d’infection. 


VIII. — Sur la transmissibilité de la fiévre aphteuse 
aux singes inférieurs. 


Nous avons inoculé des singes appartenant aux espéces 
macacus rhesus et cercopithecus. 


4re Sériz. — Le singe n° 1 recoit, le 7 janvier, 1 cent. cube de lymphe 
aphteuse filtrée, en deux piqures sur la muqueuse gingivale. Le 10 janvier 
apparaissent quelques vésicules sur la face ainsi qu'un érythéme de larcade 
sourciliére. Le lendemain, apparait une papule de 1 millimétre de diamétre 
sur la peau du nez; auprés des commissures internes des paupiéres, deux 
pustules environnées d'un cercle congestionné. Température, 39°92. Le 
43 janvier, toute la peau de la face est fortement congestionnée et quelques 
nouvelles vésicules apparaissent. De méme, on observe quelques croutes sur 
la peau de abdomen et de l’avant-bras. Température, 39°4. Le 15 janvier, 
nouvelle poussée de vésicules sur la peau du visage et du cou. Ensuite la 
fievre diminue el les vésicules disparaissent. L’animal meurt le 10 février par 
tuberculose généralisée, avec beaucoup d’exsudat dans le péricarde. 

Le singe n° 2 regoit, le 7 janvier, sous les gencives, 1 cent. cube de lymphe 


aphteuse fraiche non diluée et non fillrée. Le 40 janvier paraissent les 


premiéres vésicules sur l’arcade sourcilitre. J].es jours suivants, la tempé- 
rature augmente elt on observe de nombreuses vésicules et des crottes sur 
le visage et sur les parties molles de la peau du tronc. Le 14 janvier, la 
température diminue et les croutes commencent A tomber. Le singe meurt le 
48 janvier et & autopsie on ne constate pas de lésions tuberculeuses. 


2° Séntm. — Plusieurs parois des vésicules aphteuses sont triturées dans un 
mortier et émulsionnées dans de l'eau physiologique. Aprés filtration par le 
Berkefeld, on injecte 1 cent. cube dans les veines du singe 3 et sous les 
gencives du singe 4. Tous les deux présentent une ascension thermique 
quelques heures apres l'inoculation (39°6 et 40°3) et, aprés une période fébrile 
de quatre jours, ils font une nouvelle poussée de température. [ls présentent 
deux croutes sur les lévres et sur le menton, la peau du visage est conges- 
lionnée et parsemée de yésicules. Le singe 3 guérit et le singe 4 meurt apres 
trois semaines de ltuberculose généralisée. 
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3° Série. — 3 grammes de muqueuses gingivales et buccales, prélevées sur 
des bovidés atteints de fitvre aphteuse, sont triturées et émulsionnées dans 
40 cent. cubes d’eau physiologique. On jelte sur Berkefeld et avec le filtrat 
obtenu on injecte 1 veau et 3 singes. 

Le veau n° 31 (blanc) regoit le 16 mai 5 cent. cubes de ce filtrat dans les 
veines. Le méme soir il a 40°. Les 18 et 19 mai il fait de la diarrhée, le 21 mai 
salivation abondante, le 22 mai et jours suivants apparaissent des ulcérations 
dans la cavité buccale dont la muqueuse est fortement congestionnée. Cet 
_ animal a été fébricitant depuis le 22 jusqu’au 23 mai. 

Le singe n° 5 regoit le 16 mai 5 cent. cubes de filtrat dans les veines. Le 
21 mai on observe une érosion ovale de 2 millimétres sur la muqueuse de 
la levre inférieure qui est légerement cedématiée. Température, 39°3. Le 
22 mai on observe une papule rougedtre sur la peau de la narine droite. 
L’animal baille souvent. La langue a l’aspect d'une fraise avec beaucoup de 
vésicules blanches a lextrémité. Le 23 mai la fieévre diminue et la langte 
est recouverte d’autres vésicules. On observe quelques vésicules surla peau 
du menton. Le singe guérit. 

Le singe n° 6 recoil 2 cent. cubes de filtrat dans les veines. Le 24 mai la 
température est 39°6; cedéme de la lévre inférieure avec pelite ulcération 
blanche a bords proéminents. Les jours suivants paraisser* quelques vési- 
cules sur l’extrémité de la langue et sur l’arcade sourcilitre, ainsi que 
quelques crotites sur la partie gauche de la téte. L’animal guérit. 

Le singe n° 7 recoil 0 c. c. 5 de filtrat par voie sous-muqueuse. Le 24 mai 
Yanimal devient triste et il a des tremblements; il commence & avoir de la 
fievre; la peau de la face et du trone est turgescente et quelques vésicules. 
apparaissent sur la langue. Il guérit. 


4° Série. — On dilue1 c.c. 5 de lymphe aphteuse fraiche dans 20 cent. cubes 
d'eau physiologique et on filtre par le Berkefeld. Un veau noir recoit 5 cent. 
cubes de filtrat dans les veines, le 14 juin. Dés le 45 juin, il commence a 
faire de la température; le 16 juin, il a 40° et une salivation abondante et le 
lendemain apparaissent quelques aphtes buccales. 

Le singe n® 8 recoit le méme jour 1 cent. cube de ce filtrat sous Ja peau. 
Le 15 juin, quelques yvésicules paraissent sur la langue et auprés de langle 
inférieur de l’oeil droit. Le 16 juin, poussée fébrile de 39°7 et une nouvelle 
série de petites vésicules sur le cété gauche de la langue. Deux autres 
singes qui nous sont restés des expériences antérieures sont inoculés avec 
le méme filtrat. Aprés une incubation de cing jours, ils font un mouvement 
fébrile, mais les lésions se réduisent a une congestion de la langue et de la 
muqueuse buccale avec quelques vésicules sur la muqueuse. 


En résumé, tous nos singes inoculés avec du virus aphteux 
purifié par filtration 4 travers la bougie Berkefeld ont présenté, 
aprés une incubation de trois a cing jours, une éruption vésicu- 
leuse sur la peau et les muqueuses, accompagnée d’une ascen- 
sion thermique de courte durée. Quoiqu'il nous manque la 
preuve décisive de transmission en série, nous pensons que 
nous sommes autorisés & conclure que les singes inférieurs 
sont réceptifs pour le virus de la fiévre aphteuse. 


SUR LA VIRULENCE MULTIPLE DU BACTERIOPHAGE 


par L. K: WOLFF et ie Dt J. W. JANZEN. 


D’Hérelle a divisé les espéces bactériennes en deux groupes, 
quant & la maniére dont elles se comportent vis-a-vis du bacté- 
riophage : les espéces homogénes et les especes hétérogéenes. 
Pour les premieres, l’aclion est générale; toutes les bactéries 
appartenant & une espéce homogéne sont sensibles & l’action 
d@un bactériophage aclif sur l’une d’elles; tel est, suivant 
d’Hérelle, B. dysenterie Shiga. 

Pour les secondes au contraire une souche donnée du bees 
riophage peut exercer une action puissante sur une ou plu- 
sieurs souches d’une. espece hactérienne hétérogéne et rester 
inactive vis-a-vis d'autres qui, par contre, sont sensibles a 
Yaction d’autres souches du bactériophage : tels sont B. coll, 
B. typhosus entre autres. 

D’Hérelle s’est surtout attaché a l'étude de Ja maniére dont 
se comporte le bactériophage vis-a-vis d'une souche homogéne, 
B. dysenterie Shiga, quil a pris pour type; il a vu qu'une 
souche de bactériophage peut souvent faire lyser plusieurs 
sortes de bactéries. Il constata que cette virulence multiple se 
maintient souvent, méme quand le bactériophage a subi plu- 
sleurs passages parla méme sorle de bactérie. Il trouva égale-_ 
ment que la virulence multiple se perdait quelquefois par- 
tiellement quand il gardait le bactériophage longtemps sans 
faire de passages. 

Nous nous sommes attachés depuis deux ans a étudier ce 
phénoméne de bactériophagie sur une espéce bactérienne 
hétérogine: B. /yphosus. Nous avons constaté que, comme on 
pouvait le Supposera priori, la question était encore plus com- 
plexe et qu'il était impossible de fixer une régle générale. IL 
faut d’ailleurs reconnaitre que cette question des virulences 
multiples est loin d’étre élucidée en ce qui concerne les bacté- 


ries elles-mémes; pour ne citer qu'un cas, rappelons que 
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Pasteur a constaté que la virulence du bacille du rouget s’exalte 
pour le pore par passages par le pigeon et s’atténue au contraire 
par passages par le lapin. On a, depuis, relevé des faits de 
méme ordre en rapport avec la virulence de nombreuses 
espéces bactériennes. Il est actuellement impossible de com- 
prendre la raison intime de ces fails. I] ne faut done pas 
s'étonner que la question des virulences multiples du bacté- 
riophage soit d’une extréme complexilé. 

Nous indiquerons d’abord la technique que nous avons 
employée pour l’isolement de souches pures du bactériophage 
el pour l’apprécialion de Ja virulence. 

Au début de nos recherches nous avons fait des passages 


‘d'une souche de bactériophage & virulence multiple dans deux 


ou trois séries de tubes de bouillon avec des bactéries diffé- 
rentes; puis nous avons controlé si la virulence multiple avait 
été modifiée aprés ces passages. 

Cette méthode présentait deux inconyénients : d’abord nous 
n’atteignions notre but que trés lentement. Ensuite, et surtout, 
nous nélions pas certains de ne pas nous trouver en présence 
Wun mélange de différentes souches du bactériophage, ce qui 
aurait eu pour effet de fausser les résultats de toutes nos expé- 
riences. En bactériologie il est facile d’expérimenter sur des 
souches pures : il suffit de pratiquer des isolements sur gélose 
et de prélever une colonie isolée; avec le bactériophage, la 
technique est la méme; il suffit de prélever le bactériophage 
sur une plage isolée. Avec cette technique on doit admettre 
(en dehors méme de toute hypothése sur la nature du bactério- 
phage) qu'on préléve un « principe » pur. 

Quand nous parlons du repiquage d’un bactériophage, il est 
toujours question de la seconde maniére d’opérer. Qu’avons- 
nous done appris concernant la virulence multiple? Sur 10 
souches de bactériophage que nous avons isolées des selles de 
malades & fiévre typhoide, 8 n’étaient actives que vis-a-vis du 
bacille typhique; une souche était active vis-a-vis du bacille 
typhique et du Bacillus colt, et une souche vis-a-vis du bacille 
typhique, du Bacillus coli et du bacille de Shiga. Une onziéme 
souche de bactériophage était active vis-a-vis du Bacillus col 
etdu bacille de Shiga, et non pas vis-a-vis du bacille typhique. 
Deux souches de bactériophages antityphiques, recues de 
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x typhique coli de Shiga 
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Baclériophage Tu 3. 

Bacille typhique. ‘| + + ale ae 
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Bactériophage Lu 2. 


Bacille typhique. . + -f — » 
id: coli. | + — a | » 
Id. Shiga pene te —_ » » » 

Bactériophage Nij. 

Bacille typhique. . - + — 
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Baclériophage QX. 
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Bactériophage Hunt. 


» + + 


Bactériophage Shiga. 


Idet Coline a te 
Ld SHigay wee 


++ | 


Bacille typhique. | 


Bacille typhique. 
lds) yeoliy 
Id. Shiga . 


++ | 
++. 
+ | 


+: Plages, activité du bactériophage. 
—: Pas de plages, bactériophage inactif. 
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d'Hérelle, étaient actives vis-a-vis du bacille typhique, du 
bacillus coli et du bacille de Shiga. Une souche de bactério- 
phage anticoli de d’'Hérelle était active vis-a-vis du bacille 
typhique, dui baczllus coli et du bacille de Shiga. Que devient 
done la virulence multiple, quand nous faisons passer ces 
souches de bactériophage (isolé de plages) A travers des émul- 
sions des différentes bactéries? Le tableau I nous montre le 
résultat de nos observations. 

Il nous apprend ce qui suit : 

Pour Tu 4, le caractére du bactériophage ne change pas, soit 
qu'on le fasse passer par le Bacillus coli, le bacille typhique ou 
le bacille de Shiga. Lorsque nous faisons passer Tu 3 A travers 
le bacille typhique, cette souche perd la virulence pour le 
bacille de Shiga et le Bacillus colt, tandis qu’elle la garde 
quand nous la faisons passer par le Bacillus coli ou le Shiga. 
Lu 2 agit comme un mélange de bactériophage antityphique 
et de bactériophage anticoli. Nij et QX agissent comme un 
mélange de bactériophage antityphique et de bactériophage 
anticoli et anti-Shiga. On ne peut pas disjoindre cette derniére 
propriété. Hunt est actif vis-a-vis du Bacillus coli et du bacille 
de Shiga et on ne peut pas le disjoindre. Shiga est d’emblée 
actif vis-’-vis du bacille de Shiga et du Bacillus coli; il garde 
cette activité quand on le fait passer par le Bacillus colt, mais 
il perd ses propriétés lytiques vis-a-vis du coli quand on le fait 
passer par le bacille de Shiga. 

Pour pénétrer davantage dans le mécanisme de la virulence 
multiple, nous avons fait quelques autres recherches. Nous 
avons préparé un sérum antibaclériophage typhique de Lu 2 (le 
bactériophage primitif était actif vis-a-vis du dacdlus coli, 
ainsi que vis-a-vis du bacille typhique). Le sérum anti n’élait 
actif que vis-a-vis dela composante typhique du bactériophage 
primitif; i] était inactif vis-a-vis de la composante anticoli. 


Tasugau II. 

I... . 6,4cent. cube de bactériophage Lu 2 |} Pendant 24 heures a la tem- 
avec 0,8 cent. cube de sérum anti- / pérature de la chambre, 
bactériophage Lu2.....-..;-.; puis oh ajoute a une émul- 

sion debacilles typhiques et 

Il... . 0,4cent. cube de bactériophage Lu 2 dé bacilles coli et on étale 
avec 0,8 cent. cube de bouillon. . sur gélose. 
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Bacilles typhiques Bacilles coli 
Ne aes 8 8 eS Le tout dans 1/10.000 de cen- 
Nia Pee 450 oo timétre cube de mélange. 


Le sérum de lapin normal agit comme du bouillon. 


Nous avons recherché ensuite si Ja souche du bactériophage 
Tu 3 garde ses propriétés 4 l’égard du bacille typhique aprés 
des passages sur bacille typhique ou Bacillus coli. Nous avons 
trouvé que cette souche apres le passage sur bacille typhique 
devient inactive vis-a-vis du Bacillus cols et du bacille de Shiga; 
apres le passage sur Bacillus colt, elle reste active vis-a-vis du 
bacille typhique, du Bacillus coli et du bacille de Shiga. Mais 
dans le premier cas elle est active vis-a-vis de plusieurs 
souches de bacille typhique et son activité est plus grande que 
dans le second cas (tableau III). 


TasLEau III. 
BKCILE ES BACTERIOPHAGE Tu 3 


TYPHIQUES A 8 


Souche primitive : 
= | oe | sc Tt ap | se 


+444 


Parts - =P He 
tga Teh 7 Hive 


Apres avoir passé d'une plage sur bacille typhique. 


++4++ 


+ 
++++ 


+ + - ++ 
+4+++ | +++ - 444+ 


Apreés avoir passé dune plage sur bacille coli. 


++ rey - +++ eee 


I: Inhibition. — II: Clarification. — III: Plages. 


Nous avons fait la méme recherche avec la souche du bacté- 
riophage Tu 1, mais l’activité de cette souche vis-a-vis de 
différentes origines de bacille typhique était la méme, soit 


a ee ee Te 


: 
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qu’on la fit passer sur bacille typhique, sur bacille coli ou sur 
bacille de Shiga. 

Nous avons préparé deux sérums antibactériophages contre 
la composante typhique et la composante typhique-coli-Shiga 
de Tu 3. Nous avons déterminé l’activité de ces antisérums 
vis-a-vis du bactériophage primilif et vis-d-vis des composantes 
typhique et coli avec des bacilles coli et typhique. On peut lire 
le résultat dans le tableau IV. 


Tasteau 1V. — Action inhibitrice du sérum de lapin 75 (injecté avec la 
composante coli du bactériophage Tu 3) et du lapin 86 (injecté avec la 
composante typhique du bactériophage Tu 3). 


SERUM 75 SERUM 86 
BACTERIOPHAGE SS ee ae ee 
bacille typhique} bacille coli |bacille typhique}] bacille coli 


Tu 3 (original). . _ are sindlle = 
ANGIE typhique 6 —_— » ++ » 
Tu3 typhique, 

coli, Shiga. . . aoe JL Ae = ou 


—: Pas d'action inhibitrice du sérum sur l’action du bactériophage. 
+++: Action inhibitrice du sérum sur l’action du bactériophage. 


Or voit que le sérum antityphique est seulement aclif contre 
la composante typhique et est dépourvu de toute activité sur 


' la composante typhique-coli-Shiga, méme quand celle-ci est en 


présence de bacille typhique. Le sérum antilyphique-coli- 
Shiga est actif contre les composantes typhique et typhique- 
coli-Shiga. 

Nous pouvons expliquer ce résultat en admeltant que le 
bactériophage Tu 3 est composé de deux bactériophages dont 
Yun, la composante typhique, se trouve dans le mélange 4 une 
concentration beaucoup plus grande que la composante 
typhique-coli-Shiga (41.000 fois plus). 

I] en résulte qu’ona mille fois plus de chances d’obtenir une 
composante typhique qu'une composante coli, quand on porte 
le bactériophage d’une plage sur une plaque contenant du 
bacille typhique. 

En résumé, nous pouvons dire qu’il est impossible de for- 
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muler des lois générales régissant les phénoménes de virulence 
multiple du bactériophage. Il semble qu’on puisse parfois 
l’expliquer par I'hypothése d’un mélange de deux sortes de 
bactériophages dans le bouillon primitif. Cependant cette hypo- 
thése ne peut pas étre invoquée pour tous Jes cas. Nos recher- 
ches prouvent que’ presque chaque souche de hactériophage a 
une individualité spéciale, ce qui tendrait & confirmer que le 
bactériophage est un étre vivant (d’Hérelle). 

Le probléme de la virulence multiple a aussi de limpor- 
tance pour la clinique dans la fiévre typhoide. Nous avons vu 
que la plupart des bactériophages antityphiques ne présentent 
pas de virulence pour les bacilles coii. Cela explique pourquoi 
le bactériophage antityphique disparait si vite des selies d'un 
malade typhique aprés sa guérison. Si le bactériophage anti- 
typhique était actif vis-a-vis du Bacillus coli, il pourrait se 
nourrir de Bacillus coli et il devrait garder indéfiniment son 
activité. Dans les casde Tu 1 et de Tu 3 cela a eu lieu proba- 
hlement. Les propriétés lysogénes vis-a-vis du Bacillus coli et 
du bacille de Shiga sont le plus souvent identiques; nous 
n’avons rencontré qu'une seule fois une souche de bactério- 
phage qui était active vis-a-vis du Bacillus coli et qui ne l’était 
pas vis-a-vis du bacille de Shiga. 


(Laboratoire d’Hygiéne de l'Université d’Amsterdam.) 
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